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RESUMO

Os medicamentos utilizados atualmente no tratamento da dor estdo
frequentemente associados a efeitos colaterais graves e desenvolvimento rapido
de tolerancia e assim, existe a necessidade de novos farmacos mais seletivos. O
bloqueio de canais de calcio sensiveis a voltagem (CCSVs) no corno dorsal da
medula espinhal tem se mostrado um alvo promissor, pois a redugéo dos niveis
de calcio intracelular € um dos mecanismos de modulacdo da informacéo
nociceptiva. O objetivo deste estudo foi avaliar a possivel atividade
antinociceptiva da toxina Tx3-4, purificada do veneno da aranha Phoneutria
nigriventer, uma vez que ja foi estabelecida sua afinidade por CCSVs do tipo-N,-
P/Q e —R e comparar sua acdo com as w-conotoxinas MVIIC e MVIIA. A
phonotoxina foi administrada por via intratecal e apresentou efeito
antinociceptivo em modelos de nocicepcdo espontanea e inflamatéria. A Tx3-4
inibiu a nocicepcédo induzida pela formalina na fase inflamatéria tanto no pré
guanto no pos-tratamento, apesar da w-conotoxina-MVIIC inibir apenas o poés-
tratamento e a w-conotoxina-MVIIA apenas o pré-tratamento. Além disso, ela
inibiu a nocicepc¢ao espontanea induzida pelo NMDA e a alodinia mecéanica pos-
operatéria. Mostrou-se mais potente e eficaz em modelo clinicamente relevante
e nao alterou o padrdo de resposta induzida na placa quente, mantendo assim
os reflexos responsaveis pela manutencao da integridade dos tecidos. Houve
aumento da poténcia terapéutica em modelo que envolvia sensibilizagéo central,
nocicepcao pos-operatéria, entretanto a Tx3-4 nao alterou a coordenacado e nem
a atividade locomotora quando administrada em animais “naive”. Assim, mais
estudos fazem-se necessarios para melhor esclarecer os mecanismos
envolvidos tanto na atividade antinociceptiva quanto na toxicidade induzida pela

administracdo intratecal da toxina Tx3-4 em camundongos.
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ABSTRACT

Existing medicines for the treatment of pain are often associated with
serious side effects and rapid development of tolerance, thus, there is a need for
new, more selective molecules. The inhibition of voltage-gated calcium channels
(VGCCs) in the dorsal horn of the spinal cord has been shown an important
target, once the reduction of intracellular levels of calcium is a mechanism of
nociceptive transmission modulation. The objective of the present study was to
investigate the possible antinociceptive activity of the toxin Tx3-4, purified from
Phoneutria nigriventer‘s venom, since affinity for N-, P/Q and R-type VGCCs was
established and compares activity with the w-conotoxins MVIIC and MVIIA. The
phonotoxin was intratecally injected and demonstrate an antinociceptive effect in
behavioral response and inflammatory nociceptive models. The Tx3-4 was able
to inhibit formalin induced nociception both pre- and pos-treatment in
inflammatory phase, but w-conotoxin-MVIIA actuated only in pre-treatmen and
w-conotoxina-MVIIC only in pos-treatment. In addition, Tx3-4 inhibited behavioral
response NMDA-induced and postoperative mechanical allodynia, and as so, it
has been more powerfull and effective in clinic model and did not affect the
response induced by hot-plate, without disturbing the reflexes that are
responsible to protect the skin and body tissues. Furthermore, there was a rise
of therapeutic potential in a central sensitization model, postoperative
nociception, and Tx3-4 did not affect the motor coordination or motor locomotion
when administered in naive animals. Thus, more studies are necessary to better
clarify the mechanisms involved both, Tx3-4 toxin’s antinociceptive effect, and

toxicity in mice.

XVi



1 INTRODUCAO

1.1 Dor e Nocicepcao

Dor, segundo o Comité de Taxonomia da Associacdo Internacional para o
Estudo da Dor, pode ser conceituada como uma experiéncia sensorial e
emocional desagradavel associada a um dano tecidual atual ou potencial
(Merskey e Bogduk, 1994).

Sendo assim, podemos dizer que ela representa uma experiéncia
complexa e muitas vezes subjetiva incluindo componentes afetivos, culturais e
psicolégicos e manifesta-se com intensidade diferente entre individuos, variando
de acordo com sexo, idade e estado de humor (Berkley, 1999; Chapman e
Gavrin, 1999; Faucett e Levine, 1991; Ganong, 1988; Sharp, 2001).

Seu objetivo é alertar os individuos sobre a ocorréncia de alteragbes na
integridade e na funcionalidade do organismo, permitindo que mecanismos de
defesa ou fuga sejam adotados (Millan, 1986; Traub, 1997) e em animais, as
sensacOes dolorosas provocam comportamentos como lamber ou sacudir a
regiao lesada.

Clinica e experimentalmente faz-se necessaria a distingdo entre dor
percebida e a estimulacdo dos receptores nociceptivos (Basbaum e Jessel,
2002). A percepcao de estimulos nocivos denominada por Sherrington (1906) de
nocicepcao, nao significa o mesmo que dor. Esta além de uma sensacao é uma
experiéncia, enquanto nocicep¢do € a sensacao determinada pela estimulagcéo
das fibras aferentes primarias que transmitem o impulso nociceptivo até a
medula dorsal (Basbaum e Jessel, 2002; Dubnet e Benner, 1983; Meyer et al.,
1994).

Uma vez que os animais ndo sao capazes de verbalizar os componentes
subjetivos da dor, neles ndo se avalia dor, mas nocicep¢do. Assim, termos como
dor e analgesia sdo apropriadamente utilizados para humanos e nocicepgéo

para animais (Jones, 1992).



1.2 Classificacao da Dor

A dor pode ser classificada de varias maneiras, uma das classificacoes
possiveis seria quanto a sua origem. Ela pode ser classificada como dor
nociceptiva, quando tem origem nos nociceptores localizados na pele, viscera e
demais 6rgéos; como dor neurogénica, associada a lesdo tecidual, quando tem
origem na periferia ou no sistema nervoso central; como dor neuropatica,
guando tem origem em disfuncdo ou lesdo de nervo ou feixes nervosos e como
dor psicogénica, quando ndo apresenta uma fonte somatica e associa-se a
fatores psicolégicos (Millan, 1999).

Outra classificacdo possivel seria segundo a duracdo e para esta existem
trés tipos principais de dor. A dor transitéria, que € provocada pela estimulagéo
dos nociceptores na auséncia de lesdo tecidual e que tem como fungéo proteger
o organismo de lesfes fisicas que possam ser provocadas por agentes do
ambiente ou por simples deformacdo dos tecidos corporais. Outro tipo € a dor
aguda, que é provocada pela estimulagcdo de nociceptores em resposta a um
dano tecidual e caracteriza-se por ser de curta duracdo, podendo desaparecer
antes da cura da lesdo, e assim como a dor transitoria, € de facil identificacéo,
tratamento e apresenta carater protetor (Brennan et al., 2007; Loeser e Melsack,
1999). Por ultimo, temos a dor crénica que do mesmo modo que a aguda,
também se origina de lesGes ou doencas e pode permanecer mesmo apds a
recuperacao do paciente, ou seja, pode permanecer quando o trauma ou leséo
inicial foram resolvidos. Sua duracdo pode se estender por meses e até anos,
sendo de dificil identificacdo e considerada por vezes como uma patologia que
geralmente necessita de tratamento complexo (Brennan et al., 2007; Tracey e
Mantyh, 2007).



1.3 Mecanismos Neurais da Dor

Os mecanismos neurais da dor estdo representados na figura | e serao
discutidos a seguir, divididos nos tépicos: transmissdo periférica, transmissao

central e mediadores quimicos da via nociceptiva.

1.3.1 Transmissao Periférica

O termo nociceptor (receptor da dor) foi introduzido por Sherrington, que
definiu nociceptores como terminacoes livres das fibras aferentes primarias. Sua
ativacdo ocorre na presenca de diferentes estimulos, tais como mudanca de
temperatura (estimulo nocivo térmico), diferenca osmotica ou distengéo tecidual
(estimulo nocivo mecanico), estimulos irritantes e hipoxia ou lesédo tecidual
seguida de inflamacéo (estimulo nocivo quimico) (Julius e Basbaum 2001).

A percepcdo da dor se inicia na periferia pela estimulacdo dos
nociceptores, cujos corpos celulares se encontram nos ganglios das raizes
dorsais, pescoc¢o, cabeca e nervos trigémios e projetam seus axOnios até o
corno dorsal da medula (Figura 1). Esses estimulos nocivos ativam
principalmente fibras aferentes primérias do tipo C e Ad. Além dessas, outro tipo
de fibra que pode estar envolvida na transmissdo do estimulo sensorial sdo as
fibras do tipo AB, que normalmente responde a estimulos in6cuos, aplicados a
pele, que em condi¢des especiais sdo capazes de conduzir o estimulo doloroso.
As fibras do tipo C sdo delgadas, ndo mielinizadas e transmitem o estimulo
nociceptivo de forma mais lenta (0,5-2,0 m/s). As fibras do tipo Ad séo delgadas,
pouco mielinizadas e de transmissao intermediaria (12 a 30 m/s) enquanto que
as fibras do tipo AB séo de grande didametro, mielinizadas e de conduc¢éo rapida
(30-100 m/s) (Julius e Basbaum, 2001; Smith, 1984). E importante ressaltar que

o estimulo, seja ele térmico, mecanico ou quimico, deve exceder um certo limiar



para que seja interpretado pelo sistema sensorial como nociceptivo (Bjorkman,
1995).

Os mecanismos pelos quais o0s estimulos nocivos desencadeiam o
aparecimento do potencial de acao na fibra aferente priméria (primeiro passo na
percepcdo da sensacdo nociceptiva) tém sido amplamente estudados. Ja
existem evidéncias de que estimulos algogénicos induzem correntes de cétions
através de estruturas protéicas especializadas, culminando na despolarizacéo
do aferente priméario e na liberacdo de neurotransmissores no corno dorsal da
medula (Besson, 1999; Bevan e Geppetti, 1994; Bonica, 1990; Kirchstein et al.,
1997; McGlone e Reilly, 2009).

A estimulacdo da fibra aferente priméria desencadeia o reflexo de
retirada, a conducdo do estimulo nociceptivo para 0s centros superiores e a
liberacdo de neuropeptideos e outras substancias algogénicas pelos terminais
axonais colaterais da propria fibra aferente priméria, conferindo-lhe um papel
eferente na transmissdo do estimulo nociceptivo. Tais substancias estimulam
aferentes vizinhos, ativam células do sistema imunolégico e aumentam a
permeabilidade vascular, desencadeando uma resposta inflamatoria que por ser
secundaria a ativacdo do aferente primario € denominada inflamacéo

neurogénica (Millan, 1999).
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1.3.2 Transmissao Central

As fibras aferentes priméarias do tipo C e Ad transmitem a informacgéo
antinociceptiva da periferia até o corno dorsal da medula espinhal e suas
terminagbes encontram-se principalmente na zona marginal (lamina 1) e

substancia gelatinosa (lamina 1) (Basbaum, 2003). A liberacdo de



neurotransmissores nociceptivos por estas fibras provoca a ativacdo de
neurbnios de segunda ordem, que formam as vias ascendentes e tém seus
corpos celulares localizados no corno dorsal da medula. Eles recebem seus
sinais sensoriais através da liberacdo de glutamato e substancia P (SP)
proveniente dos neurdnios de primeira ordem e esse processo excitatorio
também envolve canais de calcio, reguladores da liberacdo de
neurotransmissores (Hill, 2001).

A via mais importante de transmissdo do estimulo nociceptivo é o trato
espinotalamico ascendente, (figura 1) localizado na substancia branca ventral,
contralateral ao local da estimulac&o (Hall e Guyton, 2006; Bester, 2000) e como
0 préprio nome sugere as fibras espinotalamicas projetam-se para o Talamo,
onde se da a percepcdo da sensacdo nociceptiva. No Talamo, neurbnios de
terceira ordem emitem axoénios através da capsula interna do cortex
somatosensorial, ocorrendo a somatizacdo do estimulo nocivo e/ou emitindo
axbnios ao giro cingulado anterior, responsavel pelo componente emocional da
dor (Bear et al., 2002, Hall e Guyton, 2006; Russo e Brose, 1998).

Talamo e coOrtex sdo as estruturas de projecdo final das vias de
nocicepgdo, ficando a cargo do Talamo, informar a presenca de estimulo
nociceptivo. O coértex, por sua vez, é responsavel pela discriminagéo do tipo de
sensacao nociceptiva e por identificar (mesmo que de forma rudimentar) sua
origem (Hall e Guyton, 2006).

A modulagéo nociceptiva ocorre ndo sO através da via ascendente, mas
também através de uma via descendente (figura 1). As vias descendentes
originam-se no tronco cerebral e outras estruturas como hipotdlamo, cortex,
Téalamo, nucleo magno da rafe (NMR), substancia cinzenta periaquedutal (PAG)
e estruturas adjacentes da medula rostroventromedial (RVM), que exercem
importante papel na integracdo e modulacdo das mensagens nociceptivas no
corno dorsal da medula espinhal (Millan, 2002; Vanegas e Schaible, 2004). Os
mecanismos descendentes modulam a resposta nociceptiva por exercer suas
acbes em nociceptores presentes nas fibras aferentes primarias, bem como em

neurdnios intrinsicos do corno dorsal, como interneurdnios excitatorios,



interneurdnios inibitérios e neurbnios de projecdo (Millan, 2002). Uma das
descobertas mais interessantes a respeito do circuito modulatério da dor é que
esse pode tanto facilitar quanto inibir a transmissdo nociceptiva (Julius e
Basbaum, 2001; Porreca et al., 2002; Vanegas e Schaible, 2004).

Esse mecanismo também é conhecido como Teoria do Controle da
Comporta. Este nome teve origem na funcédo de “porteiro” dos interneurdnios
inibitérios presentes na lamina Il e foi proposto por Wall & Melzack em 1965
(Rang e Dale, 2003) . De acordo com esta concepcdo 0s interneurbnios
respondem tanto a atividade das fibras aferentes primarias quanto a atividade da
via descendente inibitéria, permitindo ou interrompendo a propagacdo do

estimulo doloroso.

1.3.3 Mediadores Quimicos da Via Nociceptiva

As substancias algogénicas que sao liberadas e/ou sintetizadas em
elevada concentragdo no ambiente tecidual na decorréncia de processos
inflamatorios sdo conhecidas por mediarem a atividade dos nociceptores (Cotran
et al., 1994). Tais substancias endogenas, como o0 &acido araquidbnico,
neuropeptideos, cininas, aminoacidos excitatérios, entre outros, sdo produzidas
e/ou liberadas pelo tecido lesionado. Elas estimulam os receptores presentes na
membrana dos neurénios, facilitam a neurotransmissao e ainda sensibilizam o
nociceptor (Bjorkman, 1995) para que se inicie 0s mecanismos periféricos
neuronais da dor inflamatoria (Ferreira et al., 1978; Khasar et al., 1999;
Nakamura e Ferreira, 1987). A sensibilizacdo dos nociceptores ocorre através da
reducédo do limiar de ativacdo. Desta forma, hd aumento da probabilidade de que
esses disparem com estimulos de baixa intensidade, permitindo que estimulos
inbcuos possam tornar-se capazes de excitar as fibras aferentes primarias
(Finnerrup e Jensen, 2004; Holden e Pizzi, 2003; Khasar et al., 1999; Millan
1999). Estas, por sua vez, transmitirdo os estimulos nociceptivos aos neurdnios

especificos para a nocicepcdo (EN) ou a neurbnios que também transmitem



outras sensacfes como os neurénios de amplo espectro dindmico (WDR) no
corno dorsal da medula (Calixto et al., 2000, 2001; Guieu et al., 1996; Taiwo e
Levine, 1991).

Jé existem evidéncias do envolvimento do glutamato, aspartato e alguns
peptideos na transmissdo do estimulo nociceptivo no corno dorsal da medula
espinhal (Battaglia e Rustioni, 1988, Bleakman et al., 2006) e o glutamato € o
principal neurotransmissor que estd presente em todos os tipos de aferentes
primarios. Trata-se de um aminoacido excitatério, que pode ser encontrado em
concentragdes na faixa de pmolar na medula espinhal e origina-se de fibras
aferentes primérias mielinizadas e ndo-mielinizadas, interneurdnios intrinsecos e
de projecbes de neurbnios (Battaglia e Rustioni, 1988). O glutamato € liberado,
junto a outros neuropeptideos, de terminais aferentes primarios. Esses
neurotransmissores tém acdes fisiologicas distintas nos neurbnios pos-
sinapticos e atuam de forma coordenada para regular as propriedades desses
neurdénios. Dados da literatura tém sugerido que a SP possa atuar prolongando
as acOes do glutamato (Kandel et al., 2003).

As acOes do glutamato sdo mediadas principalmente por receptores
ionotropicos N-metil-D-aspartato (NMDA) e ndo-NMDA. Os receptores nao-
NMDA  consistem de dois receptores, a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-
isoxazolproprionato (AMPA) e cainato (Dickenson, 1995). O potencial de acao
gue se propaga através de fibras C, depois de estimulos agudos mecénicos ou
térmicos, parece envolver somente os receptores AMPA, pds-sinapticos, para
produzir excitacdes curtas e constantes. Uma vez que esses estimulos séo
mantidos e/ou sua frequéncia € aumentada pela liberacdo de outros
mediadores, que também contribuem para a transmissao nociceptiva, o receptor
NMDA é ativado, aumentando a resposta de hiperalgesia (Dickenson, 1995).
Uma acao excitatoria direta, do tipo retroalimentacdo positiva, do glutamato nas
fibras aferentes primarias, seria consistente com a evidéncia que a ativagdo dos
receptores NMDA causa a liberagdo de substancia P por seus terminais centrais
(Liu et al., 1994). Essa acao do receptor NMDA pode ser mediada pelo 6xido

nitrico (NO) dos terminais das fibras aferentes primérias (Sorkin, 1993), e o NO



poderia também interferir nas agOes periféricas mediadas pelas fibras aferentes

primarias (Jackson et al., 1995).

J4 o sistema descendente inibitério estimula neurdnios medulares a
secretar opidides enddgenos, que causariam a inibicdo pré-sinaptica e poés-
sinaptica das fibras C e Ad (Besson, 1999), portanto, o mecanismo pelo qual
provocam essa analgesia descendente envolve a liberagdo de opidides na
medula espinhal. Os opidides endogenos se ligam aos receptores opidides, que
sao receptores acoplados a proteina G, com consequente inibicdo da atividade
da adenilato ciclase, redugcdo dos niveis de AMPc e atividade de quinases.
Essas alteracbes promoverao abertura de canais de potassio, hiperpolarizacéo e
inibicdo da entrada de calcio, 0o que resultara em inibicdo pré-sinaptica
impedindo a liberagdo de glutamato (Kuraishi et al.,1985). Também parece
provavel gue esse mesmo sistema de analgesia possa bloquear os impulsos em
nivel de nucleos reticulares do tronco encefalico e nos nucleos intralaminares do

talamo.



1.4 Modalidade dolorosa clinicamente relevante

(Dor pos-operatoria)

Um dos exemplos de dor clinicamente relevante e de interesse para o
presente estudo € a dor pds-operatdria, fendmeno freqlente resultante de
alteracdes fisiolégicas e emocionais, que se ndo adequadamente controlada
pode prolongar o desconforto do paciente e o periodo de internacdo (Brennan et
al., 1996).

A dor pos-operatéria € um dos sintomas classicos de processo
inflamatorio que se caracteriza pelos quatro sinais: dor, calor, tumor e rubor. A
inflamacéo pode ser classificada como aguda ou crbnica de acordo com o tempo
de duracdo e caracteristicas patologicas (Sherwood e Toliverkinsky, 2004). A
inflamacdo aguda, resultante da incisdo pode apresentar duracdo de horas a
dias e caracteriza-se pela presenca de mediadores como o NO e as
prostaglandinas que promovem vasodilatacéo.

As lesdes induzidas pela cirurgia causam alteragdes nas respostas tanto
do SN periférico e central, previamente descritas, com liberacdo de mediadores
quimicos que participam desta resposta dolorosa, entre as quais se destacam
os tecidos lesionados e adjacentes, sistema vascular, células do sistema
imunoldgico, nervos simpéticos e sensoriais, entre outros. Como consequéncia
da injuria tecidual, haverd uma reacdo inflamatoria local, atraindo eosinofilos,
macréfagos e linfécitos. Essas células liberam mediadores inflamatérios como:
cininas (bradicinina e calidina); produtos das células imunes (citocinas como as
interleucinas (IL) e o fator de necrose tumoral); aminas (serotonina e histamina);
e os prostandides (prostaglandinas, prostaciclinas e leucotrienos).

O recrutamento de células mononucleares como os macrofagos, linfécitos
e plasmacitos caracterizam a progressao da resposta tecidual para inflamacéo
cronica. Esta, por sua vez, estende-se de semanas a meses. Durante sua

ocorréncia, had presenca tanto do processo inflamatério ativo quanto de
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tentativas de reparo tecidual, com consequente destruicdo do tecido e formacéo
de fibrose (Sherwood e Toliverkinsky, 2004).

A possibilidade de progressao da dor, incluindo a pds-cirrgica, do estado
agudo para o cronico € motivo de preocupacao do ponto de vista clinico, pois
neste caso, o processo inflamatdrio perde seu carater protetor e torna-se
patologico (Woolf e Mannion, 1999; Mendell e Sahenk, 2003).
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1.5 Tratamento Farmacologico da Dor

Os farmacos analgésicos “classicos”, notadamente os opidides e 0s
antiinflamatérios nao-esteroidais (AINES) compdem o quadro de substancias
comumente utilizadas no combate a dor (Rang e Dale, 2003).

Os opidides atuam abolindo diretamente a transmissao nociceptiva no
sistema nervoso central (SNC) através da ligacdo ao receptor opioide (Hoskin e
Hanks, 1991; Yaksh, 1997), jA os AINES atuam prevenindo a sensibilizacdo de
receptores nociceptivos periféricos ao inibir a sintese dos produtos derivados
das vias das ciclooxigenases (Cashman, 1996).

Apesar de sua efetividade no combate a dores que ndo respondem a
analgésicos menos potentes, os opidides como a codeina, morfina e derivados
sintéticos apresentam efeitos indesejados tais como nausea, vOmito,
constipagdo, depressdo respiratoria, bradicardia, hipotensdo, tolerancia e
dependéncia (Hoskin e Hanks, 1991; Martin e Sloan, 1977; McQueen, 1983;
Nestler, 1993). Ja os AINES, diclofenaco, AAS e indometacina, entre outros,
estdo entre o0s agentes terapéuticos mais utilizados no mundo. S&o
frequentemente prescritos para aliviar queixas musculoesqueléticas, mas séo
ingeridos sem prescricdo para dores menores e devido a sua toxicidade
gastrointestinal, podem causar morbidade e limitacdo de seu uso (Henry et al.,
1996).

Atualmente, existe grande interesse na busca por novos alvos
moleculares e agentes terapéuticos capazes de inibir ou bloquear a transmisséo
do estimulo nocivo e em conjunto minimizar o aparecimento de efeitos colaterais
(Schaible, 2009). Dentre estes novos alvos moleculares encontram-se 0s canais
de calcio sensiveis a voltagem (CCSVs) e dentre 0s novos agentes terapéuticos
encontram-se os antagonistas dos CCSVs, objeto do presente estudo (Miljanich
e Ramachandran, 1995; Schoroeder et al., 1991; Wallace, 2000).
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1.6 Canais de Calcio Sensiveis a Voltagem

Os CCSVs séao representados na figura Il, com suas subunidades e
classificagdo segundo a subunidade a, e serdo discutidos a seguir, divididos nos

tOpicos: caracterizacdo e canais de célcio sensiveis a voltagem e nocicepc¢ao.
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Figura 1l. Aspectos estruturais dos canais de calcio sensiveis a voltagem. Em
virtude de direitos autorais, as imagem néo foram liberadas para exibicao.
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1.6.1 Caracterizacéao

Os canais de calcio sensiveis a voltagem sdo proteinas complexas
compostas por 4 ou 5 subunidades distintas: ai, Bi1, 02-9, y (figura IlI-A). Séo
codificados por multiplos genes e encontrados no sistema nervoso e em células
especializadas como, por exemplo, os cardiomidcitos.

A subunidade a; é a maior das subunidades, com peso molecular de 190-
250 kDa, e incorpora o poro condutor, o sensor de voltagem, o aparato de
“gating” e os sitios de regulacédo do canal por segundos mensageiros, farmacos
e toxinas (Herlitze et al.,, 2003). Ela é estruturalmente organizada em quatro
dominios homologos (dominio | a 1V), contendo 6 segmentos transmembrana
(S1-S6), por dominio. O segmento S4 atua como sensor de voltagem e a alca do
poro, entre os segmentos S5 e S6, determina a condutancia ibnica e a
seletividade (figura 11-C). Mudancas em trés aminoacidos da alga do poro nos
dominios I, 1l e IV tornam um canal de sbdio seletivo ao célcio (Catteral et al.,
2005; Herlitze et al., 2003;).

Nove subtipos de canais de calcio sensiveis a voltagem ja foram
identificados baseando-se na diversidade da subunidade a;. Esses subtipos de
CCSVs sao divididos em 3 familias: genes Ca,1 que codificam canais tipo-L,
genes Ca,3 que codificam canais tipo-T e genes Ca,2 que codificam canais tipo-
N, -P/Q e -R, com os canais do tipo-P e do tipo-Q surgindo como um rearranjo
alternativo do gene Ca,2.1 (Catteral, 2000) (Figura 11-B).

Os CCSVs medeiam o influxo de célcio em resposta a despolarizacéo de
membranas e regulam processos intracelulares como a contragdo, secrecao,
neurotransmissdo e expressdo génica de diferentes tipos celulares. O fon Ca**
também penetra no meio intracelular através desses canais iniciando o0s
processos celulares previamente citados. Recentemente, tem havido grande
interesse no potencial dos CCSVs como alvos terapéuticos para o tratamento de
dor cronica e dor neuropética (Snutch et al., 2001).

Sabe-se que as correntes geradas pela ativacdo dos diferentes canais

variam de acordo com a voltagem. Desta forma, os canais de calcio ativados por
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baixa voltagem (LVA, “low-voltage-activated”), s&o conhecidos por serem
ativados por potenciais de agao ligeiramente superiores ao potencial de repouso
(baixo limiar de ativagéo) e os canais de calcio ativados por alta voltagem (HVA,
“high-voltage activated”), por serem ativados por potenciais de acdo
substancialmente superiores ao potencial de repouso (alto limiar de ativacéo)
(Snutch et al., 2001).

A principio, acreditava-se que existiam apenas dois tipos de CCSVs, o0s
LVA e HVA e desta forma, iniciou-se a busca por ligantes especificos. Com a
descoberta das dihidropiridinas (DHPs), evidenciou-se que estas bloqueavam
alguns canais HVA e nado bloqueavam LVA, e entdo houve a divisdo dos canais
HVA em DHP-sensiveis (CCSVs tipo-L) e DHP-insensiveis (CCSVs tipo-N). Os
canais LVA, por sua vez, foram denominados CCSVs tipo-T (Nowycky et al.,
1985).

Posteriormente, um tipo adicional de CCSV foi encontrando em células de
Purkinge. Ele foi denominado tipo-P e € bloqueado pela toxina peptidica w-
agatoxina-IVA (w-aga-IVA) (Scott et al., 1990). Sather e colaboradores (1993)
expressaram 0s canais do tipo-P em od0citos e observaram que alguns deles
apresentavam baixa sensibilidade a w-aga-IVA (~200 nM) enquanto outros
apresentaram sensibilidade bem maior (~2 nM). Diante disto, concluiu-se que
haveria ainda um outro tipo de canal de calcio do tipo HVA: o canal do tipo-Q,
dificilmente distinguivel do tipo-P (Zhang et al., 1993).

Os CCSVs do tipo-R foram descobertos partindo do pressuposto que a
utilizacdo de um “coquetel” contendo blogqueadores dos canais HVA (L, N e P/Q)
e uma despolarizacdo pequena e prolongada do canal LVA (T), com o objetivo
de inativar esse tipo de CCSV, aboliriam quase que por completo a entrada de
Ca?* a partir do meio extracelular. Como é de conhecimento, alguma atividade
residual de CCSVs permaneceu e esta foi atribuida aos canais de calcio
sensiveis a voltagem do tipo-R. Estes sdo bloqueados por baixas concentracoes
de niquel e pelo peptideo SNX-482, derivado do veneno da aranha tarantula
africana, Hysterocrates gigas (Newcomb et al., 1998), e tém voltagem de

ativacdo intermediaria entre HVA e LVA (Zhang et al. 1993).
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1.6.2 Canais de calcio sensiveis a voltagem e

nocicepcgao

Os canais de calcio sensiveis a voltagem também estdo envolvidos na
regulacdo da liberacdo de neurotransmissores, sendo que a proporcdo dos
diferentes CCSVs variam de uma populacdo de sinapses para a outra (Wheeler
et al.,, 1994). Eles sdo encontrados em terminais pré-sinapticos e permitem o
influxo do ion calcio necessario para exocitose de vesiculas tanto de fibras
nervosas centrais quanto periféricas, apos uma despolarizacdo (Miljanich e
Ramachandran, 1995; Oliveira et al., 1994).

Os diferentes subtipos de canais apresentam distribuicdo e funcéo
fisiologica diferentes, o que possibilita a administracédo variada de bloqueadores
subtipo-especificos como agentes capazes de interromper a transmissao
sinaptica e serem utilizados no combate de algumas neuropatologias (Miljanich e
Ramachandran, 1995).

A partir das propriedades citadas acima, varias caracteristicas dos canais
de célcio do tipo-N sugeriam que este tipo de CCSV poderia ser importante no
processamento sensorial da medula espinhal em geral e na transmissao
nociceptiva em particular. Essas conclusbes partiram da observacdo de que
canais do tipo-N estavam envolvidos na liberacdo de CGRP e SP, por esta ser
sensivel aos w-conopeptideos (Holz et al., 1988; Maggi et al., 1990; Santicioli et
al., 1992), e da observacao de que opibides e agonistas az-adrenégicos atuavam
de maneira semelhante aos w-conopeptideos, reduzindo a liberacdo medular de
CGRP e SP e que se dava através do bloqueio dos CCSVs tipo-N no terminal
pré-sinaptico (Malmberg e Yaksh,1994).

Pesquisas realizadas na ultima década tém estudado consideravelmente
o papel de inibidores de canais do tipo-N da medula espinhal para o
desenvolvimento de novos medicamentos analgésicos (Altier e Zamponi, 2004).
Os CCSVs tipo-N tém um importante papel na modulagdo da liberacdo de

neurotransmissores pré-nociceptivos como o glutamato e ja foi demonstrado
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gue seus antagonistas, as w-conotoxinas MVIIA e GVIA, podem prevenir e
atenuar a nocicepcdo. E importante ressaltar que, a 6mega-conotoxina-MVIIA
(w-ctx-MVIIA) obtida do veneno do Conus magnus, inibidora seletiva de CCSV
tipo-N, foi a primeira molécula derivada de toxina a ser aprovada pelo FDA para
o alivio de dor cronica intratavel. Prialt® é o nome comercial da w-ctx-MVIIA,
também conhecida como SNX-111 e Ziconotida, e teve seu uso clinico aprovado
nos Estados Unidos em dezembro de 2004 e na Europa em Fevereiro de 2005
(Hogg, 2006). Outra w-ctx conhecida também derivada do Conus magnus é a
Omega-conotoxina-MVIIC (w-ctx-MVIIC), que apresenta maior afinidade por
canais de célcio do tipo-P/Q e 70 % de identidade com a w-ctx-MVIIA.

Atualmente, jA& se sabe que os CCSVs do tipo-L e do tipo-N estédo
diretamente implicados na liberagdo de neurotransmissores e neuromoduladores
nos neurdnios sensoriais da medula espinhal. Sabe-se também que o bloqueio
dos canais do tipo-N e P/Q, mas ndo do tipo-L, reduzem os sinais
comportamentais da dor de origem neuropéatica em modelos animais de les&o
nervosa e que os canais de calcio do tipo-L, -N, -P/Q, -R e até mesmo o T,
estdo envolvidos na nocicepcéo (Prado, 2001).

Infelizmente, a administragéo por via intratecal (i.t) de w-ctx-MVIIA causa
varios efeitos adversos (Penn e Paice, 2000) e ainda € dificil compreender as
acbes do Ca®" nos processos de dor cronica, assim faz-se necessario a
descoberta de novas moléculas bloqueadoras seletivas para os diferentes
CCSVs (Matthews e Dickenson, 2001).
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1.7 Phoneutria nigriventer

A aranha Phoneutria nigriventer pertence a familia dos ctenideos e é
também conhecida como aranha armadeira por erguer as patas dianteiras para
atacar (Figura Ill).

E altamente agressiva, quando incomodada pica diversas vezes, e é
responsavel por aproximadamente 42% dos casos de picadas por aracnideos
notificadas no pais, perdendo apenas para a aranha marrom (Ministério da
Saude, 2001).

A aranha armadeira possui um corpo que varia de 3,5a 5 cm, com pernas
de até 17 cm de envergadura, ndo constréi teia e € encontrada desde o sul do
Rio de Janeiro até o Uruguai (Eickstedt, 1983; Lucas, 1988).

As picadas da P. nigriventer podem ser bastante dolorosas além de
causar sinais e sintomas como inchacgo e vermelhiddo, ao redor dos pontos de
inoculacéo, caimbras, tremores, convulsdo tonica, paralisia espastica, priapismo,
arritmias disturbios visuais e sudorese (Lucas, 1988).

A associacao entre sintomas observados em humanos e entre resultados
de administracdes intra-cérebro-ventriculares em animais de laboratério levou a
constatacdo de que as varias toxinas presentes no veneno, apresentam
atividade neurotoxica e parte deste efeito parece estar relacionado a sua acéo
sobre canais de sodio sensiveis a voltagem (Aradjo et al.,1993; Matavel et al.,
2002; Romano- Silva et al.,, 1993). Enfim, o sucesso da P. nigriventer como
predadora pode ser explicado pelas diversas toxinas presentes em seu veneno
(Gomez et al., 2002).
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Figura lll. Aranha “armadeira”, Phoneutria nigriventer.

Fonte: www.icb.ufmg.br/.../phoneutria_nigriventer.jpg
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1.8 Acao das toxinas purificadas do veneno da

Phoneutria nigriventer

A atividade das toxinas purificadas do veneno da P. nigriventer tem sido
extensivamente investigada e cerca de dezessete peptideos, com atividade
toxica ja foram descritos na literatura (revisado por Gomez et al., 2002). Elas séo
basicamente polipeptideos com peso molecular que varia de 3500 a 9000 Da e
ja se sabe que algumas classes interagem com canais iGnicos para 0s ions
sédio (Na*), célcio (Ca*") e potassio (K*) (Grishin, 1999).

A caracterizacdo bioquimica e farmacologica dessas toxinas possibilitaria
seu uso como ferramentas de investigacdo das funcdes dos diferentes canais
ibnicos em nivel molecular e celular (Diniz et al., 1990; Arautjo et al., 1993;
Romano-Silva et al., 1993; Cassola et al., 1998). J& o veneno bruto é
investigado por sua habilidade em alterar sistemas fisiologicos (Costa et al.,
2002; Rapdso et. al., 2007).

Os peptideos purificados do veneno foram divididos em vérias familias,
sendo a familia Tx2 conhecida por atuar em canais de Na® provocando a
liberacdo de acetilcolina de sinaptosomas de coértex de ratos (Moura et al.,
1998), reduzindo sua cinética de inativacdo e consequentemente aumentando a
condutancia do ion sédio (Matavel et al., 2002). Estudos publicados descrevem
a acao de algumas toxinas de P. nigriventer na inibicdo das correntes geradas
pelo influxo de fons Ca?* (Cassola et al., 1998) ou no blogueio de seu influxo em
terminais singpticos (Guatimosim et al., 1997; Miranda et al., 1998; Prado et al.,
1996; Vieira et al., 2003), sendo que nos ultimos, das seis diferentes toxinas da
familia Tx3 (Tx3-1 a 6), pelo menos a metade delas, Tx3-3, Tx3-4 e Tx3-6
bloquearam o influxo de Ca®" induzido por KCI. A partir disto, passou-se a
especular que as Ultimas atuariam blogueando CCSVs e portanto, se
equiparariam as w-toxinas. Posteriormente, verificou-se que a Tx3-2 era capaz
de bloquer CCSVs tipo-L, parcialmente (Kalapothakis et al., 1998) e que a Tx3-1

blogqueava correntes de canais de K* tipo-A reverssivelmente, e que este tipo de
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corrente é um fator determinante da frequéncia de oscilacdoes do fon Ca™ em
células GH3 néo estimuladas (Kushmerick et al., 1999).

Trabalhos continuos com as toxinas demonstraram que a Tx3-4 bloqueia
canais de calcio tipo-N (Cassola et al., 1998; Dos Santos et al., 2002) e do tipo-
P/Q com afinidade similar e tipo-R, com menor seletividade (Dos Santos et al.,
2002). Essa toxina parece ter afinidade por varios sitios de ligacdo, sendo
parcialmente deslocada pelas w-toxinas GVIA e/ou MVIIC (Dos Santos et al.,
2002) e possui um intrigante mecanismo de agdo, uma vez que também reduz a
liberacdo de glutamato, dependente e independente de Ca** em terminacées
nervosas de ratos (Reis et al., 1999). Além disso, a Tx3-4 também inibe a
exocitose de vesiculas sinapticas evocada por KCI, dependente de Ca** (Junior
et al., 2008) e também inibe a degeneracdo neuronal, como comprovado em
modelo de isquemia in vitro (Pinheiro et al., 2006, 2009).

O efeito de bloquear os CCSVs do tipo-N e P/Q, envolvidos na
transmissdo nociceptiva (Malmberg et al., 1994), com atuacdo equivalente as
w—Cctxs e a Tx3-6 ou PhalP (Souza et al., 2008), indica que a TX3-4 poderia

apresentar potencial terapéutico no tratamento da dor.
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2 OBJETIVO

2.1 Objetivo Geral

Investigar a acgdo antinociceptiva espinhal da toxina Tx3-4 em
camudongos utilizando modelos de dor.

2.2 Objetivos Especificos

* Avaliar o efeito da administracdo intratecal da Tx3-4 sobre diferentes

modelos de nocicepcéo;

* Investigar possiveis efeitos adversos produzidos pela administracao
intratecal da Tx3-4;

» Comparar as respostas antinociceptivas da Tx3-4 com as w-ctxs MVIIC e
MVIIA.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material

3.1.1 Equipamentos

-Cilindro Giratério (Rotarod)

Insight

-Placa Quente (Hotplate)
Insight

-Filamentos de Von Frey

Stoelting

-Monitor de Atividade

Accuscan Instruments

3.1.2 Reagentes e Toxinas

Na,HPO,, KH,PO, e NaCl, para preparo do PBS, foram adquiridos da
Sigma Chemical Co., (St. Louis, EUA). As dmega-conotoxinas MVIIA e MVIIC
foram adquiridas da Latoxan (Valence, Franga). O sulfato de morfina e o
formaldeido, para preparo da formalina, do laboratério Cristélia (Sdo Paulo,

Brasil) e a toxina Tx3-4 foi purificada na Fundacéo Ezequiel Dias (FUNED).
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3.1.3 Animais

Foram utilizados camundongos Swiss (25-35 g), machos, provenientes do
Biotério Central da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) com livre
acesso a agua e comida e mantidos em ciclo 12 h luz/escuro com temperatura
ambiente constante em 24+2°C. Os experimentos foram realizados em acordo
com o Comité Etico de uso de animais de experimentacéo (CETEA) da UFMG.
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3.2 Métodos

3.2.1 Administracéo intratecal

As injecbes por via intratecal (i.t.) foram realizadas de acordo com o
meétodo descrito por Hylden e Wilcox (1980). O volume de 5 pL foi administrado
em animais ndo anestesiados com uma microseringa Hamilton, enquanto o
animal foi gentilmente imobilizado para ser mantido na posi¢cao necessaria para
administracédo intratecal entre as vertebras L5-L6. A perfuragdo da dura-mater foi

indicada comportamentalmente por um rapido movimento da cauda.

3.2.2 Teste da placa quente

Esse teste teve como finalidade avaliar a nocicepcédo aguda causada por
estimulo térmico. O ensaio foi realizado conforme descrito por Malmberg and
Yaksh (2001). Os animais receberam, por via i.t., veiculo (PBS, 5 uL/sitio), Tx3-4
(30 pmol/sitio), MVIIC (30 pmol/sitio) ou morfina (3000 pmol/sitio). O teste da
placa quente foi realizado de 0,25 até 4 horas ap0s a administracdo dos
tratamentos, a uma temperatura de 55+0,5°C. A resposta nociceptiva foi
avaliada pela laténcia, em segundos (s), que os animais levaram para lamber as
patas ou saltar da placa quente, estabelecendo-se um teto de 30 segundos para

evitar lesao tecidual.
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3.2.3 Teste da formalina

Esse teste foi realizado conforme procedimentos descritos por De Souza
et al. (2001) com objetivo de investigar o efeito das toxinas em modelo de
nocicepgao neurogénica e inflamatoria. Para avaliar se a toxina Tx3-4 previne o
aparecimento da nocicepg¢do, camundongos receberam 5 pL de Tx3-4 (3; 10 e
30 pmol/sitio), MVIIA (0,01; 0,1; 1 e 10 pmol/sitio), MVIIC (0,03; 0,3; 3 e 30
pmol/sitio) ou veiculo (PBS, 5ul/sitio), 0,25; 0,5; 1; 2; 3, ou 4 horas antes da
injecdo subcutanea (s.c.) de formalina 2,5% (20 pL) na pata traseira direita. Ja
para verificar se a Tx3-4 pode reverter um processo nociceptivo ja instalado,
grupos de animais receberam Tx3-4 (3-30 pmol/sitio), MVIA (0,01-10
pmol/sitio), MVIIC (0,3-30 pmol/sitio) ou veiculo (PBS, 5 yL/sitio) 9 a 12 minutos
apos a injecao de formalina. Foi registrado o tempo de reacdo, em segundos (s),
como o tempo de lambida da pata injetada ou sua retirada do ch&o, sendo esses
os indicativos de nocicep¢do. Os animais foram observados durante 30 minutos,
divididos em duas fases. A primeira foi avaliada de 0-5 minutos (Fase

neurogénica) e a outra de 15-30 minutos (Fase inflamatoria).

3.2.4 Efeitos adversos

A administracao intratecal de bloquedores de CCSVs do tipo-N e —P/Q
pode causar varios efeito adversos como movimentos de cauda, tremores,
disfungbes motoras severas e paralisia (Malmberg e Yaksh, 1994). Uma vez
presentes, esses efeitos tém a capacidade de interferir na avaliacdo das
respostas antinociceptivas ja que estas dependem da integridade fisica do
animal. A dose toxica foi estimada a partir do Método de up-and-down (Dixon,
1965; Lichtman, 1998). Este € um procedimento reconhecido por reduzir o
numero de animais de laboratorio necesséarios para determinar os valores de
DTso (dose necessaria para causar efeitos toxicos em 50% dos animais) sem

comprometer a reprodutibilidade. Para o presente estudo foram utilizados 6
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camundongos, iniciou-se a administracéo intratecal da Tx3-4 com a dose de 30
pmol/sitio e manteve-se a escala farmacolégica tanto com doses superiores
guanto inferiores a dose inicial, de acordo com a resposta de cada animal. Caso
0 animal que recebeu a inje¢do de 30 pmol/sitio apresentasse algum dos efeitos
motores acima citados, administrariamos uma dose 3,3 vezes inferior a inicial,
sendo administrariamos uma dose 3,3 vezes superior e assim se seguia para
cada dose até o sexto camundongo. O célculo do DTsy e o Intervalo de

Confianca 95% foram calculados segundo as seguintes formulas:

DTso= log da dltima dose+ (k);
IC 95%= incremento da dose X Vyn X 1.96;
K= constate baseada na tabela de Dixon.

3.2.4.1 Teste da locomocédo forcada em cilindro gira tério
(Rotarod)

Esse teste foi realizado com o objetivo de avaliar alteracbes sobre a
coordenagdo motora dos animais devido a administracdo de Tx3-4, MVIIA ou
MVIIC e verificar a possibilidade de um relaxamento muscular ndo especifico ou
efeito sedativo.

O procedimento foi realizado conforme descrito por Tsuda et al. (1996).
Vinte e quatro horas antes do experimento, camundongos foram treinados no
rotarod (3,7 cm de diametro, 12 rpm) por dois periodos de 60 segundos, com
intervalo de 60 s entre eles. No dia do experimento, os animais foram injetados
com 5 pL(i.t.) de veiculo, Tx3-4 (30 pmol/sitio), w-ctx-MVIIC (30 pmol/sitio) ou w-
ctx-MVIIA (1 pmol/sitio) e cada animal de cada grupo foi submetido ao cilindro
giratério 15 e 60 minutos depois da administracdo. O nimero de quedas e a
laténcia da 12 queda foram registrados durante 4 minutos.
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3.2.4.2 Atividade Exploratéria (Campo Aberto)

Para avaliar o efeito da administracdo i.t. da toxina Tx3-4 sobre a
atividade locomotora espontanea (exploragao horizontal e vertical), os animais
foram colocados em fotocélulas com 40X12X40 cm de dimenséo, divididas em
quatro partes, com 20X12X20 cm de dimensdo (campo aberto para
camundongos). A atividade motora foi medida através de um monitor de
atividade que utiliza trés detectores de luz infravermelha, cada um localizado em
uma fotocélula (Sotnikova et al., 2004). Os animais receberam administracao
intratecal de 5 yL de veiculo (PBS), Tx3-4 (30 pmol/sitio), MVIIA (1 pmol/sitio) ou
MVIIC (30 pmol/sitio) e em seguida, foram submetidos ao campo aberto e
avaliados por 5 minutos nos intervalos de 15 e 60 minutos apds a administracéo.
Para avaliar a exploragdo horizontal foi medida a distancia total percorrida em
centimetros (cm) e para a exploracdo vertical o tempo de “rearings” em

segundos (S).

3.2.5 Modelo de nocicepcdo espontanea induzida por
NMDA

O procedimento foi realizado segundo Urca e Raigorodsky (1988), e seu
objetivo foi avaliar a possivel participacdo do receptor NMDA na inibicdo de
respostas antinociceptivas induzidas pela toxina Tx3-4. Os camundongos foram
submetidos a administracéo intratecal do bloqueador do PBS (veiculo), do MK-
801 (30 nmol/sitio, usado como controle positivo) e da Tx3-4 (3-30 pmol/sitio)
co-administrados com NMDA (3 nmol/sitio). Foi registrado tempo de reagédo (em
segundos, s) de mordida da cauda ou do movimento de cocar os quadris, sendo
esses 0s indicativos de nocicepcao. Os animais foram observados durante 3

minutos.
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3.2.6 Modelo de dor incisional

Este teste teve como finalidade investigar o efeito antinociceptivo da Tx3-
4 no modelo de dor pés-cirdrgica induzida por incisdo na pata. O procedimento
foi realizado conforme descrito por Pogatzki e Raja (2003). No dia do
experimento 0s animais foram anestesiados previamente com halotano e
receberam uma incisdo longitudinal de 0,5 cm na pata. O musculo plantar foi
elevado e a pele foi imediatamente suturada com fio cirdrgico 6-0. A nocicepcgéo
foi avaliada através da alodinia mecanica (Sensibilidade dolorosa a um estimulo
anteriormente inécuo) por filamentos de Von-Frey (1,4; 0,4g; 0,16; 0,07 € 0,02, 1
aplicacdo durante 5 segundos), utilizando Método de “up-and-down” (Dixon,
1965; Dixon, 1982). Para avaliar se a Tx3-4 pode reverter um processo
nociceptivo ja instalado, verificado pela presenca de alodinia mecéanica, grupos
de animais receberam Tx3-4 (3 pmol/sitio), w-ctx-MVIIC (3 pmol/sitio), MK801
(30 nmol/sitio) ou veiculo (PBS, 5 uL/sitio) 10 min ap0s a incisdo avaliado-se a

nocicepgéao 0,25; 0,5; 1; 2 e 4 horas apds a administracéo dos tratamentos.

3.2.7 Avaliacdo da alodinia mecanica através dos

filamentos de Von Frey

A alodinia mecéanica foi avaliada nos modelos de dor inflamatdria e
neuropética, utilizando os filamentos de Von frey (Dixon, 1980). Os animais
foram colocados em compartimentos de acrilico sobre uma tela de metal e
climatizados por, no minimo, 1 hora antes do teste. O estimulo mecéanico foi
direcionado perpendicularmente a superficie plantar dos animais. Foram
analisadas as respostas em relacdo a tensao-resposta aos varios filamentos que
por sua vez produzem diferentes graus de estimulagcdo mecéanica (indcua ou
nociva). As sessfes em camundongos iniciaram com a aplicacdo do filamento

de 0,4g (gramas). Caso a tensdo-resposta fosse nociva, utilizava-se um
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filamento com menor valor em (g) a partir da ultima resposta. Os filamentos de
Von Frey foram aplicados por seis sessdes e a retirada da pata foi registrada
como porcentagem das respostas.

A formula utilizada para avaliar o limiar 50% no modelo de alodinia

mecanica (filamento de Von Frey) é:

Limiar 50% = log do ultimo fio + (k. média)

Sendo que:log do ultimo fio = significa o valor do ultimo filamento utilizado na
série de seis aplicacfes dos filamentos de Von Frey;

K = constante baseada na tabela de Dixon;

Média das diferencas da forca dos filamentos em log para camundongos = 0,44.

3.2.8 Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média £ S.E.M I € Dlsp (dose das
toxinas que reduz as respostas nociceptivas na ordem de 50% em relagdo as
inibicbes méaximas). Os dados foram analisados por analise de variancia
(ANOVA) de uma ou duas vias seguida pelo teste de multiplas comparacdes de
Bonferroni ou pelo teste de Student Newmann-Keuls e por Teste t de Student,
guando apropriado. Valores de p menores que 0,05 (* p< 0,05, ** p< 0,01 e ***

p<0,001) foram considerados como indicativos de significancia estatistica.

31



4. RESULTADOS

4.1 Avaliacdo da atividade antinociceptiva em

modelo de dor térmica transitoria (Placa quente)

A administracdo intratecal de Tx3-4 ou w-ctx-MVIIC nas doses de 30
pmol/sitio, ndo produziu antinocicepcdo no teste da placa quente, ou seja, ndo
houve aumento significativo da laténcia de resposta ao estimulo térmico em
nenhum dos intervalos observados (Fig. 1A e B). A dose de 30 pmol foi
escolhida por ser a maior dose testada para a qual ndo observamos efeitos
colaterais. Ja os animais que receberam morfina (3000 pmol/sitio), modelo
classico padronizado para o teste da placa quente, apresentaram resposta
antinociceptiva com efeito de 60+19%, que se iniciou 2 horas apos sua aplicagéo
e durou 1 hora (Fig. C), doses menores de morfina ndo apresentaram efeito

significativo.
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Figura 1. Efeito antinociceptivo em modelo de dor aguda térmica produzida pela
injecdo intratecal de A) toxina Tx3-4 (30 pmol/sitio), B) w-ctx-MVIIC (30
pmol/sitio) e C) Morfina (3000 pmol/sitio). Oh representa os valores basais
obtidos antes da administragdo dos tratamentos. Cada ponto representa a média
+ erro padrao de 8-13 animais, dependendo do grupo. *** p<0,001, * p<0,05
representam o nivel de significancia quando comparado aos animais tratados
com PBS (ANOVA de duas vias seguida pelo teste de Bonferroni).
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4.2 Avaliacao da atividade antinociceptiva em

modelo de dor quimica persistente (Formalina)

Ao contrario do observado no teste da placa quente, a administracédo
intratecal prévia de Tx3-4 na dose de 30 pmol/sitio causou antinocicepcdo na
fase inflamatéria quando injetada 30 minutos (0,5 h) ou 1 hora antes da injecéo
de formalina (Fig. 2B). A inibicdo da nocicepcédo 1 hora apés a injecdo da Tx3-4
foi de 60+8%. J& na fase neurogénica, ndo houve efeito antinociceptivo
detectavel (Fig. 2A).
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Figura 2. Efeito antinociceptivo produzido pela injecao intratecal da toxina TX3-4
(30 pmol/sitio) no modelo de nocicepcdo causada pela formalina. Cada barra
representa a media + erro padrdo de 8-10 animais. *** p< 0,001 e * p< 0,05
representam o nivel de significancia quando comparado aos animais tratados
com PBS (ANOVA de duas vias seguida pelo teste de Bonferroni).
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A administracdo intratecal da w-ctx-MVIIC, na dose de 30 pmol/sitio, ndo
causou efeito antinociceptivo na fase neurogénica ou inflamatéria quando

administrados 0,25; 0,5; 1 e 2 horas antes da inje¢do de formalina (Fig. 3A e B).
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Figura 3. Efeito antinociceptivo produzido pela injecéo intratecal da w-ctx-MVIIC
(30 pmol/sitio) no modelo de nocicepcdo causada pela formalina. Cada barra
representa a média + erro padrdo de 8-9 animais N&o houve diferenca
significativa entre os grupos (ANOVA de duas vias seguida pelo teste de
Bonferroni).
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Em vista da auséncia de atividade antinociceptiva da w-ctx-MVIIC,
realizou-se administracdo intratecal da w-ctx-MVIIA, na dose de 1 pmol/sitio,
para fins de comparagdo e esta nao apresentou efeito antinociceptivo na fase
neurogénica (Fig. 4A). Ja na fase inflamatodria, a w-ctx-MVIIA apresentou acéo
antinociceptiva quando administrada 1 hora antes da injecdo de formalina (Fig. 4
B) com inibicdo de 58+10% .
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Figura 4. Efeito antinociceptivo produzido pela injecdo intratecal da w-ctx-MVIIA
(Ipmol/sitio) no modelo de nocicepcdo causada pela formalina. Cada barra
representa a média + erro padrdo de 8-11 animais. * p< 0,05 representa o nivel
de significancia quando comparado aos animais tratados com PBS (ANOVA de
duas vias seguida pelo teste de Bonferroni).
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Para avaliar a poténcia antinociceptiva da Tx3-4 e da w-ctx-MVIIA no
teste da formalina, foram construidas curvas-dose resposta para estas toxinas 1
hora apos sua administracdo (Fig. 5). Nenhuma das doses de Tx3-4 (3-
30pmol/sitio) testadas 1 hora antes da administracdo de formalina apresentou
efeito na fase neurogénica (Fig. 5A). O contrario se observa na fase inflamatéria,
na qual houve reducao significativa da laténcia de resposta comparada ao
controle (Fig. 5B), com Dlsy calculada de 11 (6-20) pmol/sitio e inibicdo de
55+£7%. Doses maiores que 50 pmol/sitio ndo puderam ser testadas em virtude
de produzirem efeitos adversos motores.

A administracéo intratecal da w-ctx-MVIIA (0,01-1 pmol) produziu efeito
assim como a Tx3-4 (Fig. 5C e D). A Dlsp calculada foi de 0,01 (0,001-0,2
pmol/sitio) e a inibicho de 49+10%. Doses maiores que 3 pmol/sitio n&o
puderam ser testadas em virtude de produzirem efeitos adversos (Malmberg et
al., 2003).
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Figura 5. Efeito antinociceptivo produzido pela injecdo intratecal da toxina Tx3-4
(3-30 pmol/sitio) e de w-ctx-MVIIA (0,01-1 pmol/sitio) no modelo de nocicepcao
causada pela formalina 1 hora antes de sua administracdo (s.c) nas patas
traseiras direita. Cada barra representa a meédia = erro padrdo de 8-10 animais,
dependendo do grupo. *p<0,05 representa o nivel de significAncia quando
comparado aos animais tratados com PBS (ANOVA de uma via seguida pelo
teste de Newmann-Keuls em B e Teste t em D).
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Posteriormente, investigou-se a capacidade da Tx3-4, da w-ctx-MVIIC e
w-ctx-MVIIA de reverter um quadro nociceptivo ja instalado. A administragédo
intratecal da Tx3-4 (3-30pmol/sitio) 9 minutos apos a injecdo da formalina foi
capaz de reduzir a laténcia de resposta sendo a resposta significativa apenas
para a dose de 30 pmol/sitio (Fig. 6A). A Dlsg calculada foi de 8 (3 a 22) e
inibicdo de 60+9%.

A administracao intratecal da w-ctx-MVIIC (0,03-30 pmol/sitio), 9 minutos
apos a injecado de formalina foi capaz de reduzir a fase inflamatéria (Fig. 6B),
com Dlsp calculada de 0,06 (0,01 a 0,3) e inibicio de 48+12%. Ja a
administracdo da w-ctx-MVIIA (0,01-1 pmol/sitio) ndo foi capaz de exercer efeito

antinociceptivo como pos-tratamento (Fig. 6C).
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Figura 6. Efeito antinociceptivo produzido pela injecdo intratecal de A) Tx3-4 (3-
30 pmol/sitio, B) w-ctx-MVIIC (0,03-30 pmol/sitio) e C) w-ctx-MVIIA (0,01-1
pmol/sitio) 9 minutos apds a administracdo da formalina. Cada barra representa
a média = erro padrdao de 8-11 animais. *p< 0,05 representa o nivel de
significancia quando comparado aos animais tratados com PBS (ANOVA de
uma via seguida pelo teste de Newmann-Keuls).



4.3 Avaliacao dos efeitos adversos

A administracao intratecal das maiores doses de Tx3-4 induziu sinais
indicativos de toxicidade, especialmente paralisia flacida e dificuldade
respiratoria. A dose toxica 50 (DTsp) calculada foi de 38 (12-120) pmol/sitio em
animais controle. Como a dose terapéutica (Dlsp para o efeito antinociceptivo) foi
de 11 pmol/sitio, assim o indice terapéutico encontrado foi baixo, de
aproximadamente 3 vezes.

A avaliacdo da atividade locomotora forcada em cilindro giratorio foi
avaliada através dos parametros Laténcia da 1% queda e NUumero de quedas. Os
animais receberam administracdo prévia intratecal de Tx3-4 (30 pmol/sitio), w-
ctx-MVIIC (30 pmol/sitio) w-ctx-MVIIA (1 pmol/sitio) e foram avaliados nos
intervalos de 0,25 e 1 hora, horarios proximos ao pico de acdo das toxinas no
teste da formalina.

Podemos observar que as doses de Tx3-4, w-ctx-MVIIC e w-ctx-MVIIA
ndo provocaram sedacdo ou reducdo significativa no desempenho motor nos
intervalos observados. Ou seja, ndo causaram alteracédo na laténcia da 12 queda

(Fig. 7A e B) e nem no numero de quedas (Fig. 7C e D).
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Figura 7. A) e B) laténcia da 1* queda aos 15 minutos e lhora apds a
administracdo de PBS (5 uL/sitio), Tx3-4 (30 pmol/sitio), w-ctx-MVIIC (30
pmol/sitio) ou w-ctx-MVIIA (1 pmol/sitio). Cada grupo representa a média * erro
padrdo de 7-8 animais. Nao houve diferenca significativa entre os grupos
(ANOVA de uma via seguida pelo teste de Newmann-Keuls). C) e D) numero de
guedas aos 15 minutos e 1 hora ap0s a administracdo do PBS e toxinas. Cada
grupo representa mediana = intervalo interquartil 75% de 7-8 animais. N&o
houve diferenca significativa entre os grupos (Teste de Kruskal-Wallis).
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A avaliacdo da atividade exploratoria foi realizada com as mesmas doses
nos mesmos intervalos da avaliacdo da atividade locomotora em cilindro
giratério. Os parametros avaliados foram “Rearing” em segundos (s) e a
distancia total percorrida em centimetros (cm).

Nota-se que a w-ctx-MVIIC induziu hiperatividade em 15 minutos, ou seja,
alterou o tempo de “rearing” e a distancia total percorrida comparado a Tx3-4 e a
w-ctx-MVIIA (Fig. 8A e C). O mesmo ocorreu em 1h, com diferenca significativa
detectavel apenas para distancia percorrida (Fig. 8D).
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Figura 8. A) e B) Tempo de “rearing” aos 15 minutos e 1 hora apds a
administracdo de PBS (5 pL/sitio), Tx3-4 (30 pmol/sitio), w-ctx-MVIIC (30
pmol/sitio) ou w-ctx-MVIIA (1 pmol/sitio). C) e D) Distancia total percorrida aos
15 minutos e 1 hora apos a administracdo do PBS e toxinas. Em A), C) e D)
cada grupo representa a média + erro padrao de 7-8 animais. * p< 0,05 e ** p<
0,01 representam o nivel de significAncia (ANOVA de uma via seguida pelo teste
de Newmann-Keuls). Em B) cada grupo representa a mediana * intervalo
interquartil 75% de 7-8 animais (Kruskal-Wallis seguido por teste de Dunns).
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4.4 Avaliacao da atividade antinociceptiva em
modelo de nocicepcao espontanea induzida por
NMDA

O perfil antinociceptivo da toxina 3-4 (inibicdo somente da segunda fase e
eficacia semelhante no pré ou pos-tratamento) diferiu das w-conotoxinas,
sugerindo que outro alvo farmacoldgico diferente dos CCSV poderia ser
responsavel pelo efeito antinociceptivo da Tx3-4. Estudos prévios do nosso
grupo indicaram que esta toxina pode interagir com o0 sistema glutamatérgico
(Reis et al, 1999). Sabendo que o sistema glutamatérgico, especialmente o

receptor NMDA é um importante mediador da nocicepcdo em nivel medular

(Haley et al., 1990; Ren et al., 1992; Ferreira e Lorenzetti, 1994), testamos o
potencial antinociceptivo da toxina em um modelo de nocicepcdo espontanea
induzida por um agonista do receptor NMDA. Tanto o bloqueador do receptor
NMDA MK801 (30 nmol/sitio) quanto a Tx3-4 (10 e 30 pmol/sitio) reduziram
significativamente a nocicepc¢ao induzida por NMDA com inibicdo de 78+9 para
MK801 e de 64+12 para Tx3-4 (Fig. 9).
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Figura 9. Efeito produzido pela injecdo intratecal de MK801 (30 nmol/sitio) co-
administrado com NMDA (3 nmol/sitio) e de Tx3-4 (3-30 pmol/sitio) co-
administrada com NMDA (3 nmol/sitio). Cada barra representa a média + erro
padrdo de 5-6 animais. ** p< 0,01 e * p< 0,05 representam o nivel de
significancia quando comparado aos animais tratados somente com NMDA (3
nmol/5 pL) (ANOVA de uma via seguida pelo teste de Newmann-Keuls).
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4.5 Avaliacdo da atividade antinociceptiva em
modelo de nocicepcao incisional (Nocicepcéao

pOs- operatoria)

Este teste teve como objetivo avaliar a capacidade da toxina Tx3-4 de
reverter um quadro nociceptivo previamente instalado em modelo de nocicepcéo
clinicamente relevante. Inicialmente, verificamos que a incisdo na pata de
camundongos induz uma intensa alodinia mecanica, caracterizada como uma
reducdo no limiar de deteccdo do estimulo mecanico em relacdo aos valores
basais (Fig. 10). Observou-se a a¢do da Tx3-4 (3 pmol/sitio), w-ctx-MVIIC (3
pmol/sitio) e MK801 (30 nmol/sitio) de 0,25 a 4 horas apo0s sua administragdo. A
w-ctx-MVIIA ndo foi incluida no presente experimento uma vez que ja existem
estudos utilizando a mesma em modelo de nocicepcdo pds-operatéria (Wang et
al., 2000).

Tanto a Tx3-4, w-ctx-MVIIC e MK801 foram capazes de reverter a
alodinia mecéanica previamente instalada com efeito de 80+12% para Tx3-4 e de
69+16% para MK801 em 1 hora e de 65+10% para w-ctx-MVIIC em 0,25 h (Fig
10). Pode-se observar que a Tx3-4 e a w-ctx-MVIIC apresentaram efeito
antinociceptivo com doses até 10 vezes menores em relacdo aquelas utilizadas
no teste da formalina, com pico de acdo em intervalos de tempo proximos aos

observados neste mesmo teste.
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Figura 10. Efeito produzido pela injecao intratecal de Tx3-4 (3 pmol/sitio), MVIIC
(3 pmol/sitio) e MK801 (30 nmol/sitio). B, basal e PC, pds-cirurgia. Cada barra
representa a media * erro padrdo de 6-8 animais. p< 0,01 para interacdo
(ANOVA de 2 vias seguida pelo teste de Bonferroni). “p< 0,05 representa o nivel
de significancia logo apo0s a cirurgia quando comparado ao respectivo basal
(Teste t de Student). *** p< 0,001, ** p< 0,01 e * p< 0,05 representam o nivel de
significancia quando comparado aos animais tratados somente com PBS (5

uL/sitio) para cada intervalo de tempo (ANOVA de uma via seguida pelo teste de
Newmann-Keuls).
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5. DISCUSSAQO

As sindromes dolorosas persistentes provocam sofrimento e
estresse e seus mecanismos ainda néo foram completamente elucidados (Woolf
e Mannion, 1999). Seu controle ainda é um grande desafio porque algumas
modalidades sao refratarias aos analgésicos disponiveis, havendo assim a
necessidade de novos farmacos, mais seletivos que n&do induzam tolerancia ou
dependéncia e que sejam capazes de tratar dores de dificil tratamento como, por
exemplo, as neuropatias (Hogg, 2006).

E de conhecimento que os opidides sdo considerados os farmacos mais
potentes utilizados no tratamento de dores agudas e crbnicas, entretanto
causam varios efeitos adversos como constipacdo, dependéncia, tolerancia e
depresséo respiratoria, o que restringe seu uso (Hoskin e Hanks, 1991; Martin e
Sloan, 1977; McQueen, 1983; Nestler, 1993).

Este estudo teve como objetivo investigar a acdo antinociceptiva da toxina
Tx3-4, um peptideo purificado do veneno da P. nigriventer, e avaliar seu
potencial como possivel agente analgésico. Sabe-se que um de seus
mecanismos de acdo é atravées da inibicAo de correntes de CCSVs
principalmente do tipo-N e -P/Q e também —R (Dos Santos et al., 2002) e que o
influxo de célcio através dos CCSVs esta envolvido na liberacdo de
neurotransmissores e modulacdo da excitabilidade de membranas celulares
(Zamponi e Snutch, 1998). Além disso, estudos farmacoldgicos,
eletrofisiologicos e moleculares indicam que estes canais exercem importante
papel no controle de processos nociceptivos na medula espinhal (Altier e
Zamponi, 2004).

Os canais do tipo-N sdo conhecidos por sua atividade pré-nociceptiva nas
duas fases do teste da formalina enquanto os do tipo-P/Q atuam principalmente
na segunda fase (Malmberg e Yaksh, 1994). Este envolvimento dos CCSVs
citados com nocicepcdo estd em conformidade com a distribuicdo do tipo-N

principalmente em dendritos e corpos celulares das laminas Il a IV e do tipo-P/Q
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em terminacdes nervosas de fibras aferentes primarias no corno dorsal da
medula e em dendritos e corpos celulares dos neurénios motores (Murakami et
al., 2004). Assim, toxinas que interferem em CCSVs podem ser utilizadas para
modular a liberagdo de neurotransmissores em condi¢des dolorosas (Miljallich et
al., 1995).

O veneno da P. nigriventer contém um coquetel de toxinas que afetam os
canais ionicos, sendo os CCSVs alvo das toxinas Tx3-3, Tx3-4 e Tx3-6,
derivadas da fracdo PhTx3 (revisado por Gomez et al., 2002). E assim justifica-
se sua acdo sobre varios sistemas fisiolégicos, em particular aqueles
relacionados com dor e inflamacéo (Costa et al., 2002, Souza et al., 2008).

Varios modelos de nocicepcao foram utilizados para avaliar a atividade
antinociceptiva da toxina Tx3-4, e ressalta-se que estes apresentam
caracteristicas proprias que devem ser consideradas tais como simplicidade,
reprodutibilidade, validade dos resultados e possibilidade de serem
correlacionados com estudos clinicos (Besson, 1999; Le Bars et al., 2001).

Iniciamos os experimentos atraves do teste da placa quente por este ser
um teste simples e de curta duracdo. Seu objetivo € mensurar a resposta
nociceptiva a um estimulo térmico breve que ativa nociceptores que transmitem
a informacdo nociva ao corno dorsal da medula e posteriormente a centros
corticais, produzindo uma resposta organizada (Mogil e Adhikari, 1999). A placa
guente é um dos modelos mais utilizados no estudo de farmacos analgésicos,
principalmente de substancias que possuem acado no SNC, como os opidides
(Le Bars et al., 2001).

Apesar da incapacidade de bloqueadores de canais tipo-P/Q atuarem no
teste da placa quente, acreditava-se que Tx3-4 poderia ter efeito uma vez que
bloqueadores de CCSVs do tipo-N apresentaram efeito ao inibir o estimulo
nocivo térmico (Hatakeyama et al., 2001; Malmberg e Yaksh, 1994). A Tx3-4 néo
apresentou efeito antinociceptivo no presente teste assim como a w-ctx-MVIIC, o
gue ja era esperado para bloqueadores seletivos tipo-P/Q. Essa conotoxina foi
escolhida em detrimento a w-ctx-MVIIA uma vez que sua atividade como

bloqueadora seletiva de canais tipo-N ja foi confirmada neste modelo para
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camundongos assim como da Phalp (Souza et al., 2008). Desta forma, optamos
por utilizar a morfina tanto como controle positivo quanto como forma validar
esses achados. Uma das possiveis explicacdes para auséncia de efeito da Tx3-
4 seria a alta temperatura, 5540,5°C, disfungbes motoras leves ou pequena
participacdo do bloqueio de CCSVs tipo-N. A temperatura foi escolhida uma vez
gue peptideos derivados de animais séo utilizados para substituir opidides ao
tratar dores refratarias aos mesmos (Hogg, 2006), sendo esta Ultima, a Unica
classe de farmacos conhecida capaz de apresentar efeito a estimulo térmico de
tal intensidade. Ja quanto aos efeitos motores, doses de Tx3-4 e w-ctx-MVIIC
inferiores a 30 pmol/sitio foram administradas (dados ndo mostrados) e também
se mostraram igualmente ineficazes para aumentar a laténcia dos animais
testados. Assim resta a Ultima possibilidade, o que ndo deporia contra o
potencial terapéutico da Tx3-4, pois o tipo de nocicepcao induzida pela placa
representa uma importante funcdo protetora na manutencéo da integridade dos
tecidos e deve ser evitado em certas circunstancias.

Diante da ineficiéncia das duas toxinas no teste anterior, partimos para o
modelo de nocicepcao induzida pela injecdo intraplantar de formalina, que € uma
das ferramentas mais utilizadas na triagem de novos compostos com potencial
analgésico (Hunskaar e Hole, 1987; McNamara et al., 2007). O teste da
formalina € caracterizado por produzir um comportamento bifasico, com
transicdo da fase neurogénica, primeira fase, para a fase inflamatoria, segunda
fase ou estado de nocicepcgao persistente. Trata-se de um teste de nocicepcao
por estimulo quimico, sendo que a fase neurogénica envolve principalmente a
participacdo de fibras aferentes do tipo C (Tjolsen et al.,, 1992) e a fase
inflamatdria envolve o estimulo continuo proveniente da primeira fase além da
liberacdo de mediadores neuroativos (Ji e Woolf, 2001; Vanegas e Schaible,
2004). Ja o periodo entre as duas fases, que se estende aproximadamente de 5
a 15 minutos apoOs a injecdo da formalina, apresenta perfil de reducdo do
comportamento nociceptivo devido a ativagdo de vias descendentes inibitérias
(Millan, 2002; Vanegas e Schaible, 2004).



A diferenca entre os mecanismos de nocicepcdo das fases aguda e
inflamatoria pode permitir caracterizacdo do perfil de um novo farmaco, por
exemplo, os AINES que ficaram conhecidos por atuarem na segunda fase do
teste da formalina, o que indicava potencial terapéutico em dores de origem
inflamatoria. Hoje ja se sabe que seu mecanismo de acéo analgésica € devido a
inibicdo da sintese de prostaglandinas, presente na fase inflamatéria do teste e
em outros estados de inflamacéo (Dirig et al., 1997). Realizamos administragéo
prévia de Tx3-4, de w-ctx-MVIIC, como controle para ativagdo de CCSVs tipo-
P/Q, e de w-ctx-MVIIA como controle para ativagdo de CCSVs do tipo-N, e
todas as toxinas, com excecdo da segunda, apresentaram acgdo na fase
inflamatoria no pré-tratamento. J& no pos-tratamento, apenas a Tx3-4 e a w-Ctx-
MVIIC apresentaram efeito na fase inflamatoria.

Normalmente, bloqueadores de canais tipo-N inibem a fase neurogénica
em concentracdes superiores as necessarias para inibir a fase inflamatoria (Diaz
e Dickenson, 1997; Malmberg and Yaksh, 1994) e apresentam preferéncia pelo
CCSV tipo-N no estado inativado (Stocker et al., 1997). Ressalta-se a opcéo por
uma dose baixa de w-ctx-MVIIA neste estudo, uma vez que doses superiores a
3 pmol/sitio ja apresentariam potencial para alterar as respostas motoras de
camundongos no teste do “rotarod” (Malmberg et al., 2003). Assim, a atividade
da w-ctx-MVIIA apenas na segunda fase do pré-tratamento no teste da formalina
condiz com os achados de outros autores e justifica-se pela baixa dose
administrada e por sua preferéncia por canais inativados.

Sabe-se que bloqueadores de canais do tipo-P/Q quando pré-
administrados, até dez minutos antes da injecdo de formalina, atuam
principalmente na fase inflamatoria, e a eles credita-se funcdo de manutencéo
da nocicepcdo (Diaz e Dickenson, 1997; Malmberg and Yaksh, 1994) o que
indica a participacdo deste tipo de CCSV nesta fase. Assim, sugere-se que uma
justificativa plausivel para acdo da w-ctx-MVIIC apenas no pos-tratamento seria
gue nesta condi¢cao, haveria aumento da proporcao de CCSVs em estado aberto

disponiveis para ligacdo com este peptideo.
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A toxina Tx3-4 apresentou perfil intermediario entre as w-ctxs MVIIC e
MVIIA, com inibicdo das fases inflamatérias tanto no pré- quanto no poés-
tratamento, demonstrando potencial analgésico em modelos de nocicepcéo
inflamatoria. Entretanto, optamos primeiramente por determinar o DTso da Tx3-4
e excluir possiveis comprometimentos motores em animais que receberam as
doses mais altas desta, w-ctx-MVIIC e w-ctx-MVIIA antes de continuar a
investigar seu potencial terapéutico.

Como previamente descrito, observamos que doses superiores a 50
pmol/sitio causavam paralisia flacida da cauda e patas traseiras, e alteracéo
discreta do padréo respiratorio. Sugerimos que isto tenha ocorrido através do
bloqueio de CCSVs do tipo-P/Q presentes nos corpos celulares e dendritos de
neurdnios motores das laminas ventrais da medula (Murakami et al., 2004), e
gue esta resposta seria localizada. Entretanto, ndo é possivel afirmar se a Tx3-4
poderia se difundir e alcancar estruturas superiores do SNC. Assim, estudos
com marcacao fluorescente e acompanhamento da difusdo das moléculas de
Tx3-4 fazem-se necessérios para esclarecer 0s mecanismos para o0
desenvolvimento de toxicidade em altas doses.

O calculo do DTsp revelou um baixo indice terapéutico, entretanto a Tx3-4
ndo apresentou efeitos colaterais como incoordenagcdo motora ou alteragdo da
atividade locomotora em um campo aberto com a dose testada (30 pmol/sitio). O
contrario se observou para w-ctx-MVIIC, que provocou alteragcbes no campo
aberto comparada ao PBS, Tx3-4 e até w-ctx-MVIIA. Segundo Malmberg (1994),
0s bloqueadores de CCSV do tipo-N causam principalmente tremor e
serpenteado de cauda enquanto os do tipo-P/Q causam paralisia flacida da
cauda e patas traseiras. Apesar da alta afinidade da Tx3-4 tanto pelos CCSVs
tipo-N quanto —P/Q (Dos Santos et al.,, 2002), credita-se aos Uultimos o
aparecimento de paralisia flacida, uma vez que camundongos homozigotos com
mutacdo espontédnea que reduz a sensibilidade de ativacdo destes canais,
“rolling mouse Nagoya”, apresentam incoordenagdo motora das patas traseiras
(Fukomoto et al., 2009).
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Excluidos os efeitos colaterais nas doses testadas, investigamos o perfil
farmacoldgico da Tx3-4 e concluimos que sua atividade antinociceptiva coincidia
com estados de sensibilizagdo central. Sabe-se que a atividade do receptor
NMDA contribui para manutengdo deste processo (Ferreira e Lorenzetti, 1994;
Haley et al.,, 1990; Ren et al.,1992) que também estd presente no teste da
formalina. Além disso, observamos que o perfil da Tx3-4 se assemelha ao do
MK801, inibidor ndo-competitivo do receptor NMDA (Hamada et al.,, 2001).
Entdo, testamos o efeito da phonotoxina em modelo de nocicepg¢éo induzida
pela administracdo intratecal do NMDA, utilizamos MK801 como controle e
observamos que a Tx3-4 ndo sO apresentou efeito, mas com dose de 10
pmol/sitio. Esses achados sugerem que a Tx3-4 poderia apresentar afinidade
por outros alvos além dos CCSVs, o que ndo seria surpresa, pois Reis e
colaboradores (1999) evidenciaram que esta inibe a liberacdo de glutamato pela
reversdo do transportador, mecanismo independente de Ca®*, em terminacées
nervosas de ratos. Uma possibilidade seria uma interacdo direta com o receptor
NMDA ja que a w-conotoxina-GVIA e a w-agatoxina-VIA (1 a 10 pmol/sitio),
blogueadoras de CCSVs tipo-N e —P/Q respectivamente, falharam neste modelo
(Kato et al., 2002) e ja existe uma toxina, a conotoxina-G, capaz de bloquear os
receptores NMDA que contém a subunidade NR2B (Hama e Sagen, 2009;
Malmberg et al., 2003). Entretanto, ndo se pode excluir de todo a participacdo
dos CCSVs tipo-P/Q no modelo de nocicepcédo por NMDA pois a w-agatoxina-
IVA se liga a uma regido que envolve o aparato de “gating” mas que néo se
sobrepbe a regido de ligacdo dos bloqueadores do poro como a w-ctx-MVIIC
(Mcdonough et al., 2002). Assim, faz-se necessaria a utilizagdo da conotoxina no
presente modelo para excluir a participacdo dos CCSVs citados e realizacdo de
experimentos “in vitro”, como “binding” em receptor NMDA, para esclarecer se
este alvo esté envolvido no mecanismo de agéo da Tx3-4.

Como a Tx3-4 apresentou efeito antinociceptivo em modelos em que
havia envolvimento de sensibilizacdo central, o préximo passo seria testa-la em
modelos semelhantes que fossem clinicamente relevantes. O modelo de dor

induzida por incisdo plantar se adequaria a esta proposta por ser uma
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ferramenta amplamente utilizada em estudos experimentais de nocicep¢ao poés-
operatéria ja que € bastante similar a dor pds-cirdrgica e uma vez que as
variaveis podem ser melhor controladas em modelos experimentais animais.
(Brennan et al., 1996; Pogatzki e Raja, 2003).

A resposta nociceptiva pode ser mensurada através do aumento da
sensibilidade dolorosa a estimulos nocivos, hiperalgesia, ou a estimulos
inbquos, alodinia. Estes fendmenos ocorrem devido a agdo direta e/ou indireta
de um conjunto de mediadores inflamatérios sendo que a hiperalgesia
inflamatdria é resultante do aumento da excitabilidade (sensibilizacao) das fibras
aferentes primarias nocivas enquanto a alodinia resulta da interpretacdo do
estimulo mecanico como nocivo pelas fibras AB, de baixo limiar mecéanico. Sabe-
se que administracdo oral de antiinflamatorios n&o-esteroidais reduz a
hiperalgesia e a alodinia mecéanica induzida pela incisdo plantar em ratos
(Whiteside et al., 2004) e que neste modelo, o perfil farmacoldgico de diferentes
analgésicos parece ser muito similar ao encontrado na clinica.

A administracdo da Tx3-4 reverteu a alodinia mecéanica decorrente da
incisdo, com perfil farmacologico semelhante ao do teste da formalina, apesar de
ter sido 10 vezes mais potente. Sua eficacia foi superior a da w-ctx-MVIIC, e do
MK801, o que corrobora para a atividade em diferentes alvos. A w-ctx-MVIIC,
por sua vez, apresentou pico de acao aos 15 minutos e esta perdurou até 1 hora
e baseando-se em estudos prévios (Stocker et al., 1997) seria dificil associar
essa atividade a afinidade por CCSVs do tipo-N em estados ativados. A partir
dos resultados obtidos no modelo de nocicep¢cao optamos por usar o MK801
como novo controle e este apresentou perfil farmacologico semelhante a Tx3-4.
Estes achados foram um tanto quanto surpreendentes, uma vez que 0 proprio
autor do modelo de nocicepcéo pdés-cirlrgica constatou através de estudos em
ratos, que o receptor NMDA n&o contribuiria para manutencdo das respostas
nociceptivas desenvolvidas (Zahn et al., 1998).

Chamamos atencdo para o fato de que este estudo foi realizado com
camundongos e muitas das fontes consultadas utilizaram outras espécies além

de roedores tanto “in vivo” quanto “in vitro”. A poténcia terapéutica e a toxicidade
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podem variar entre as diferentes espécies e sabe-se que os efeitos adversos de
varios farmacos séo verificados de maneira mais precisa em cdes do que em
roedores (Greaves et al., 2004). Outro ponto a ser ressaltado € que toxinas
como a Phalf3 e a Tx3-4 poderao, no futuro, ser ferramentas Uteis no combate a
dores refratarias a morfina assim como a w-ctx-MVIIA (Ziconotida), que ja é
utilizada no tratamento da dor associada ao cancer e ao virus da SIDA, sendo
1000 vezes mais potente que a morfina além de ndo causar tolerancia nem

dependéncia associada aos opidides (Hogg, 2006).
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6. CONCLUSAO

Baseando-se nos resultados apresentados pode-se concluir que:

-A toxina Tx3-4 n&o apresenta efeito antinociceptivo no teste de

nocicepgao térmica transitoria, placa quente;
-A toxina Tx3-4 produziu efeito antinociceptivo nos modelos de

nocicepgdo quimica persistente, nocicepcdo espontanea induzida por

NMDA e nocicepcéo incisional;

- A toxina ndo altera a coordenacdo ou atividade locomotora de

camundongos nas doses testadas.
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/. PERSPECTIVAS

Para melhor elucidar os mecanismos da atividade antinociceptiva e da
toxicidade apresentada pela Tx3-4 faz-se necessario a realizacdo de mais

experimentos com 0s seguintes objetivos:

-Avaliar a atividade da w-ctx-MVIIC no modelo de nocicepc¢éo induzida
pelo NMDA,;

-Verificar a possivel afinidade da toxina pelo receptor NMDA através de
experimento de “binding”;

-Avaliar efeito antinociceptivo da toxina em outros modelos clinicamente

relevantes (dor relacionada a neuropatia e ao cancer);

-Realizar marcacéao fluorescente das moléculas de Tx3-4 e verificar sua
possivel difusdo pelo liquor.
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