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RESUMO

ZAMBELLI, V. O. Avaliacdo da expressao e ativacdo de receptores opiodides
apoés injuria periférica em ratos. 2011. 180 f. Tese (Doutorado em Farmacologia) -
Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&éo Paulo, Sado Paulo, 2011.

A crotalfina, um peptideo inicialmente identificado e isolado do veneno de serpentes
Crotalus durissus terrificus, induz potente efeito antinociceptivo, em diferentes
modelos de dor aguda e cronica. Este efeito € de longa duracdo e mediado pela
ativacdo de receptores opibides periféricos do tipo k- (modelo da hipernocicepcéo
induzida pela prostaglandina E,/PGE;) ou k- e - (modelo da constricdo cronica do
nervo isquiatico/CCl). Contudo, a eficacia e a longa duracdo analgésica deste
peptideo sdo observadas apenas na vigéncia de lesdo tecidual/inflamacao. Diversas
evidéncias experimentais tem mostrado que a eficacia antinociceptiva periférica de
farmacos opidides é aumentada na presenca de lesdo tecidual, contudo, os
mecanismos envolvidos neste fen6meno ndo sdo conhecidos. Assim, este estudo
teve como objetivo caracterizar alguns dos mecanismos envolvidos no aumento da
eficdcia analgésica da crotalfina na vigéncia de inflamacédo ou leséo tecidual. Os
ensaios experimentais utilizando rt-PCR, western blotting e ELISA demonstraram
que a injecdo de PGE, (100 ng/pata) em ratos, aumenta a expressao génica e
protéica de receptores opidides do tipo pn e x e diminui a expresséao de receptores do
tipo ©, no ganglio da raiz dorsal (DRG) e nervo da pata (NP), quando comparado
com animais naive. A CCI aumentou a expressao de receptores opidides do tipo p
no DRG e NP, e do tipo &, no DRG. Por outro lado, este procedimento reduziu a
expressao dos receptores opidides do tipo k. Apesar das alteracdes na expressao de
receptores opidides, a PGE, e CCIl, per se, nao causaram alteracfes
conformacionais no sitio N-terminal destes receptores, indicando que a inflamacéo
ou lesédo tecidual ndo ativam estes receptores. Por outro lado, os agonistas de
receptores opioides e a crotalfina acarretaram maior ativacdo de receptores opidides
na vigéncia de sensibilizacdo pela PGE, ou CCI. Estudos de sinalizacdo intracelular
demonstraram que a crotalfina adicionada ao meio de cultura de células do DRG,
ativa a via das MAP quinases (ERK1/2 e JNK). Contudo, a ativacdo destas vias de
sinalizacdo é detectada apenas na vigéncia de sensibilizacdo induzida pela pré-
incubacédo destas células com PGE,. A ativacdo das MAP quinases pela crotalfina €
dependente de receptores opioides do tipo k e da proteina quinase C{. Estes
resultados indicam que a expresséo e ativacdo de receptores opiodides periféricos
sdo regulados diferentemente pela presenca de injuria aguda ou crbnica. As
diferencas na expressao dos receptores opiodides do tipo k e §, na vigéncia de injuria
aguda ou crbnica, pode contribuir para a ativacdo distinta de receptores opidides
pela crotalfina, na presenca de PGE; e CCI.

Palavras chave: Receptores Opiodes. Opioides. Crotalfina. Analgesia. Dor.
Inflamacéao.



ABSTRACT

ZAMBELLI, V. O. Evaluation of expression and activation of opioid receptors
after peripheral injury in rats. 2011. 180 p. Ph.D. thesis (Pharmacology) - Instituto
de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, S&o Paulo, 2011.

Crotalphine (CRP), a peptide first identified and isolated from the venom of the South
American rattlesnake Crotalus durissus terrificus, induces potent antinociceptive
activity, mediated by activation of peripheral «- (prostaglandin E;-induced
hipernociception) or k- and &- (chronic constriction injury of rat sciatic nerve/CCl)
opioid receptors. However, the high efficacy and long-lasting activity of this peptide is
only observed in the presence of tissue lesion/inflammation. Several data have
shown that the peripheral antinociceptive efficacy of opioid drugs is enhanced in the
presence of tissue injury, but the mechanisms involved in this phenomenon are not
well known. Therefore, this study aimed to characterize some of the mechanisms
involved in the increase of the antinociceptive efficacy of CRP caused by
inflammation/tissue injury. Studies using rt-PCR, western blotting and ELISA assays
demonstrated that intraplantar injection of PGE, (100 ng/paw) in rats, increases the
genic and proteic expression of p- and k-opioid receptors and decreases the
expression of d-opioid receptors in the dorsal root ganglia (DRG) and nerve paw
(NP), when compared to naive rats. CCl up-regulates the expression of p-opioid
receptors in DRG and NP and of &-opioid receptors in DRG. In contrast, x-opioid
receptors were down-regulated by CCI. Despite these changes in receptor
expression, PGE, and CCI, per se, did not cause receptor conformational changes,
characteristic of activation, indicating that the tissue inflammation/lesion do not
activate these receptors. On the other hand, activation of opioid receptors caused by
CRP was enhanced in NP slices under PGE, or CCI sensitization or in DRG cells
incubated with PGE,. Studies on the intracellular signaling pathways triggered by
CRP demonstrated that, in DRG cell culture, the peptide activates ERK1/2 and JNK
MAPKSs. However, this activation is only observed when the cells were pre-incubated
with PGE,. Activation of MAPKs by CRP is dependent on activation of k-opioid
receptors and PKC{. These results indicate that peripheral opioid receptor
expression and activation are distinctly regulated by the presence of acute or chronic
injury. The different patterns of expression of k- and - opioid receptors caused by
acute and chronic injury may contribute to the activation of distinct opioid receptors
by CRF, in the presence of PGE, and CCI.

Keywords: Opioid Receptors. Opioids. Crotalphine, Analgesia. Pain. Inflammation.
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Os receptores opidides sdo proteinas transmembranicas que pertencem a
superfamilia dos receptores acoplados a proteinas G, estando presentes tanto no
sistema nervoso central quanto em tecidos periféricos (PRZEWLOCKI e
PRZEWLOCKA, 2001). Estes receptores medeiam a analgesia induzida por
farmacos com atividade opidide. Os opidides sdo amplamente utilizados no
tratamento de dores de diferentes origens, incluindo dores de origem inflamatéria e
neuropatica. Dados da literatura tém mostrado que farmacos com atividade opibide
possuem eficacia analgésica periférica aumentada na vigéncia de resposta
inflamatoria (STEIN et al., 1989). Os mecanismos responsaveis por este aumento na
efichAcia analgésica envolvem alteracbes da expressdo/ exposicdo e/ ou
funcionalidade de receptores opidides (HASSAN et al., 1993; ANTONIJEVIC et al.,
1995; ZOLLNER et al., 2003). Contudo, este fenbmeno € ainda pouco
compreendido.

Aumento na atividade antinociceptiva, na vigéncia de inflamacao/lesao tecidual
foi recentemente detectada para a crotalfina, um peptideo inicialmente isolado e
caracterizado do veneno de serpentes Crotalus durissus terrificus (KONNO et al.,
2008). Os estudos experimentais mostraram que a crotalfina induz potente atividade
antinociceptiva em diferentes modelos de dor aguda e persistente. Esta atividade é
de longa duracdo (2 a 5 dias) e mediada pela ativacdo de receptores opidides do
tipo k¥ (modelos de nocicepg¢do aguda) ou k e & (modelos de dor neuropética e
cancer) (KONNO et al., 2008; GUTIERREZ et al., submetido; BRIGATTE e CURY,
em fase de elaboracdo). Contudo, a longa duracdo da acdo antinociceptiva da
crotalfina é detectada apenas na presenca de lesdo tecidual (constricdo crénica do
nervo isquiatico) ou de estimulos como a carragenina ou prostaglandina E,, uma vez
gue na auséncia destes estimulos o efeito é observado por um periodo de apenas 5
horas (PEREIRA e CURY, em fase de elaboracdo). Apesar dos dados mostrando
que a eficdcia, a duracdo e o tipo de receptor opidide envolvido no efeito
antinociceptivo da crotalfina sdo dependentes de sensibilizagdo neuronal e do
modelo experimental (nocicep¢do aguda ou crbnica) utilizado, ndo foram ainda
determinados 0os mecanismos pelos quais o processo de sensibilizagcdo aguda ou
cronica interfere com a eficacia antinociceptiva do peptideo e/ou o tipo de receptor

opibide envolvido neste efeito.
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1.1 Dor- consideracdes gerais

Segundo a Associacao Internacional para o Estudo da Dor (IASP)(descrita em
1979 e mantida até 2011), “a dor € uma experiéncia sensorial e emocional
desagradavel, associada a lesdo real ou potencial dos tecidos”, sendo sempre
subjetiva. Cada individuo aprende a utilizar este termo através de experiéncias
anteriores. Para os neurocientistas, os estimulos que causam dor sdo, em geral,
estimulos capazes de causar lesdo tecidual (MERSKEY, 1994). Contudo, a
percepcdo da dor é dependente de experiéncias emocionais, motivacionais e
psicolégicas. Assim, utilizamos o termo nocicepcdo para definir os processos
neurais de codificacdo e processamento do estimulo nocivo (LOESER e TREEDE,
2008), enquanto que a dor envolve, além da nocicepcdo, o componente emocional,
geralmente desagradavel, da dor (LOESER, 1980). Desta forma, a nocicepcao esta
presente na maioria dos casos dolorosos, contudo, pode ocorrer dor sem nocicepcao
e nocicepcao sem dor.

A transmissdo da nocicepcdo esta associada a atividade elétrica de algumas
fibras nervosas aferentes primarias. Estas fibras possuem terminacdes sensoriais
livres, denominadas nociceptores, presentes nos tecidos periféricos, as quais sao
capazes de transduzir e codificar os estimulos nociceptivos (LOESER e TREEDE,
2008). Os neurbnios que constituem estas fibras sdo pseudounipolares, contendo
um axonio dirigido a periferia, um corpo celular presente no ganglio da raiz dorsal da
medula espinal (DRG) e um axoénio dirigido ao sistema nervoso central (medula
espinal), onde ocorre a primeira sinapse do sistema de transmissdo da dor. Os
estimulos nociceptivos sdo caracterizados como aqueles capazes de gerar lesédo
tecidual potencial ou real e ativar nociceptores (LOESER e TREEDE, 2008). Os
nociceptores sao normalmente ativados por estimulos de alta intensidade, tanto
mecanicos, quanto térmicos e/ou quimicos.

Os neurbnios aferentes primarios desempenham trés fungdes principais no que
diz respeito a nocicepgdo: 1- deteccdo do estimulo nociceptivo ou nocivo
(transducédo); 2- conducédo do impulso da periferia para a medula espinal; 3-
transferéncia desses impulsos para neurbnios secundarios e interneurdnios
presentes em laminas especificas do corno dorsal da medula espinal (transmissao
sinaptica)(CAVIEDES e HERRANZ, 2002). Da medula espinal, as informacdes
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nociceptivas sdo conduzidas ao tronco cerebral, tAlamo e coértex cerebral, onde
ocorre a percepcao da dor (SCHAIBLE e RICHTER, 2004; WOOLF, 2004).

Muitas fibras aferentes nociceptivas sdo desprovidas de mielina e, portanto
possuem baixa velocidade de conducdo (fiboras C). As fibras C sdo tambéem
caracterizadas como nociceptores polimodais, uma vez que respondem a estimulos
mecanicos, térmicos e quimicos. As fibras nociceptivas mielinizadas, denominadas
Ad, conduzem mais rapidamente os impulsos elétricos. Estudos de eletrofisiologia
permitiram a subdivisdo dos nociceptores Ad em duas classes: tipo | (nociceptores
mecanicos de alto limiar) que respondem bem a estimulos mecanicos e quimicos,
mas que respondem apenas a temperaturas relativamente altas (>50 °C); fibras Ad
do tipo Il possuem menor limiar de ativagéo pelo calor, mas apresentam limiar muito
alto para estimulos mecéanicos (BASBAUM et al., 2009).

E importante salientar que, além das fibras C, existe um grupo adicional de
nociceptores nao-mielinizados, sensiveis a estimulos térmicos e insensiveis a
estimulos mecéanicos, denominados receptores "silenciosos" (silent nociceptors).
Estes nociceptores tem essa denominagdo porque Se tornam responsivos a
estimulos mecanicos na vigéncia de lesao tecidual (SCHMIDT et al., 1995). Estas
fibras sédo, provavelmente, modificadas pela presenca de mediadores inflamatorios,
tornando-se mais ativas (BASBAUM et al., 2009). Os receptores “silenciosos” séo
encontrados na pele, articulagbes e em o6rgaos viscerais (SCHAEFFER JR et al.,
1988; SCHEMELZ et al., 1994).

As aferéncias das fibras nociceptivas primarias terminam nas camadas
superficiais do corno dorsal da medula espinal, formando conexdes sinapticas com
0S neurbnios de segunda ordem que se projetam a centros supra-espinais
(BELMONTE e CERVERO, 1996; JULIUS e BASBAUM, 2001; CAVIEDES e
HERRANZ, 2002). A medula espinal foi dividida em 10 laminas por critérios
anatémicos e eletrofisioldgicos, sendo que a lamina | é a mais superficial a partir da
regido dorsal (REXED, 1954; TODD e KOERBER, 2006). As fibras Ad, por exemplo,
se projetam para as laminas | e V, enquanto que as fibras C se projetam para as
laminas | e Il. Ainda, a lamina V recebe, indiretamente, projecdes de fibras C
denominados neurdnios de faixa dinamica ampla (“wide dynamic range”/WDR), que
sdo capazes de responder a varias intensidades de estimulos, incluindo estimulos

Nnocivos e nao-nocivos.
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Apbs a propagacdo da informacgdo nociceptiva dos neurdnios de primeira ordem
para os de segunda ordem, a informag&do nociceptiva sofre modulacées (inibitérias
e/ou excitatorias) e 0s neurdnios de projecdo levam a informacao nociceptiva, por
diferentes vias ascendentes, para estruturas do tronco encefalico e diencéfalo
(MILLAN, 1999). Dentre as principais proje¢cbes supraespinais da via nociceptiva
estdo o0s tratos espinomesencefalico, espinoreticular, espino-hipotalamico e
espinotalamico, sendo este Ultimo o mais importante na conducdo do impulso
nociceptivo. A via espinotalamica projeta-se para os nucleos talamicos especificos
(ventral postero-lateral (VPL) e ventral péstero-medial (VPM), envolvidos com os
componentes discriminativos da sensibilidade dolorosa e para os nucleos talamicos
inespecificos  (centromedial, centrolateral, laterocentral e intralaminares),
relacionados com os componentes afetivos da dor. No talamo ocorre a recepcao,
integracao e transferéncia da informagéo nociceptiva para o cortex cerebral, onde a
informagédo pode ser somatotopicamente organizada (CRAIG et al., 1999).
Baseando-se em critérios funcionais, as principais regifes corticais envolvidas na
resposta dolorosa sdo os cortices sensorial primario (S-1), secundario (S-1l) e motor
(ou giro pré-central) (BROMM e TREEDE, 1987; TEIXEIRA, 1994; SCHNITZLER e
PLONER, 2000; TODD e KOERBER, 2006; BASBAUM et al., 2009)..

Durante o desenvolvimento de uma resposta inflamatéria, por exemplo, as
fibras nociceptivas, particularmente as do tipo C, sédo sensibilizadas e, por
consequéncia, podem ser ativadas por estimulos de menor intensidade, acarretando
hipernocicepcdo ou alodinia (KIDD e URBAN, 2001; DWORKIN et al., 2003), os
sintomas ou sinais mais importantes de um processo inflamatério. O termo
hiperalgesia é aplicado para o aumento da sensibilidade a dor (LOESER e TREEDE,
2008) e esta relacionada a caracterizacdo deste fenbmeno em seres humanos. O
termo alodinia é utilizado quando ocorre a sensacao de dor frente a um estimulo ndo
nociceptivo. Cabe ressaltar que os termos hiperalgesia e hipernocicepgéo aplicam-
se a diminuicdo do limiar de dor em humanos. Assim, como é avaliada a nocicepcéo
em animais, a diminui¢cao do limiar nociceptivo € denominada hipernocicepcao.

Vérias substancias sintetizadas e/ou liberadas durante o processo inflamatorio,
como por exemplo, prétons extracelulares, citocinas, bradicinina, prostaglandina,
endotelinas, aminas simpaticas, entre outros, podem interferir com a atividade dos
neurénios nociceptivos primarios (NAKAMURA e FERREIRA, 1987; FERREIRA,;
ROMITELLI; DE NUCCI, 1989; PIOVEZAN et al., 1997; JULIUS e BASBAUM, 2001;
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SCHAIBLE e RICHTER, 2004; BASBAUM et al, 2009). Os mediadores
hiperalgésicos podem atuar via receptores acoplados a proteinas G (GPCRs), como
a prostaglandina E,, bradicinina, substancia P e CGRP; receptores tirosina quinase,
como interleucina 1f (IL1-B) e fator de crescimento neural (NGF); canais iGnicos
sensiveis a acidez (ASIC), como prétons, entre outros. A ativacdo destes receptores
ou canais, com conseqiente ativacdo de intermediarios celulares regulatorios
(segundos mensageiros), podem regular a permeabilidade da membrana neuronal e
a concentragdo ionica celular (BEVAN, 1999; REICHLING e LEVINE, 1999;
BASBAUM et al., 2009). A sensibilizacdo dos neurdnios nociceptivos primarios é
decorrente, em parte, do incremento das concentracdes intracelulares de AMPc,
ativacdo de proteinas quinase, como PKA, induzindo a fosforilagdo de canais ibnicos
e aumento do influxo de Ca*" intracelular. A consequéncia destes efeitos
metabdlicos € a despolarizacdo parcial da membrana neuronal, facilitando a geracao
e a transmissdo de impulsos nervosos (FERREIRA, 1994; ENGLAND et al., 1996;
CUNHA; TEIXEIRA; FERREIRA, 1999). Alguns mediadores hiperalgésicos elevam
as concentragbes intracelulares de AMPc, enquanto outros, sensibilizam
nociceptores por mecanismos independentes da formacao direta do AMPc. Estes
mecanismos incluem a geracéo de prostandides e a ativacdo da proteina quinase C
(PKC)(BEVAN, 1999). A ativacdo da PKC acarreta a fosforilacdo e o aumento da
atividade de canais ibnicos permedveis a Ca** e Na*, como receptores TRPV1 e
canais de soédio dependentes de voltagem (LORENZETTI e FERREIRA, 1996;
MILLAN, 1999; JULIUS e BASBAUM, 2001).

A familia das PKCs é constituida de serina/treonina quinases, com ampla
homologia no sitio catalitico (regido C-terminal). Estas isoenzimas estdo envolvidas
em eventos de transducao de sinais, respondendo a estimulos hormonais, neuronais
e fatores de crescimento especificos. A familia das PKCs é constituida por 12
isoformas, classificadas em trés diferentes subfamilias, de acordo com a afinidade
do dominio regulatério (regido N-terminal) pelo substrato ativador. As isoformas
classicas (PKCa, PKCPI, PKCBII, PKCy) sdo reguladas por Ca?', fosfatidilserina,
diacilglicerol (DAG) e éster de forbol (PMA). As isoformas novas (PKC3, PKCe,
PKCn, PKCO) sao reguladas por fosfatidilserina, DAG e PMA, ou seja, ndo sao
ativadas por Ca**. Por fim, as isoformas atipicas (PKCE, PKCt, PKCA) sdo reguladas

por ceramida e fosfatidilinositol 3,4,5-fosfato. As diferentes isoformas de PKC estao
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distribuidas em diversos tecidos, demonstrando diferencas funcionais de acordo com
sua localizacao intracelular (MOCHLY-ROSEN e KAUVAR, 1998). No DRG, foram
encontrados cinco isoformas de PKC (PKCBi, PKCBj, PKCd, PKCe, PKC(), sendo
que a PKCe tem sido descrita como importante quinase nos processos de
sensibilizacdo do nociceptor. Das cinco isoformas observadas em neurbnios
sensitivos, duas delas, a PKCB; e PKCpj, estdo localizadas na membrana
plasmatica da célula, em estado de repouso e ndo sao ativadas apos sensibilizacao
por bradicinina. As demais isoformas, PKCd, PKCe, PKC(, estdo uniformemente
distribuidas no citoplasma das células, quando em repouso, sendo que apenas a
PKCe transloca-se para a membrana plasmatica na presenca de bradicinina
(CESARE et al., 1999). Outra isoforma importante para 0s processos nociceptivos é
a PKCy. Estudos demonstram que esta isoforma esta localizada preferencialmente
na lamina Il da medula espinal, onde esta expressa em interneurdnios excitatérios,
tendo importante papel nos fendmenos de sensibilizacao central (MALMBERG et al.,
1997; POLGAR et al., 1999).

Além das PKCs, quinases como as da via das proteinas quinase ativadas por
mitogeno (MAPKS), sdo relevantes em processos nociceptivos. A ativacdo desta via,
pela fosforilacdo de residuos de tirosina e treonina, pode ocorrer independentemente
da ativacdo da PKC ou PKA (DINA et al., 2003). Esta via de sinalizacdo é composta
por 3 membros: quinases reguladas por sinais extracelulares (ERKs), quinase N-
terminal c-Jun (JNK) e a p-38 MAPK (JI e WOOLF, 2001). Dai et al. 2002
demonstraram a participacdo das MAPKs, mais especificamente das ERKs, em
processos hiperalgésicos.

Independentemente do mecanismo de sinalizacdo intracelular, o aumento na
expresséao e fosforilagcéo de canais ibnicos, em membranas de neurdnios periféricos,
constitui o principal fator responsavel pelo aumento da excitabilidade da membrana
destas células (WOOLF, 2000). Entre os principais canais iGnicos responsaveis pela
geracdo de potenciais de acdo na membrana de neurbnios nociceptivos estdo os
canais de soOdio dependentes de voltagem (VANEGAS e SCHAIBLE, 2000;
SAEGUSA; MATSUDA; TANABE, 2002; WOOLF, 2004). Diversos tipos de canais de
sédio estdo expressos em neurdnios sensitivos, incluindo canais sensiveis a
tetrodotoxina (TTX), como os Na,1.1, Na,1.6 e Na,1.7 e resistentes a TTX, como 0s

Na,1.8 e Na,1.9. A contribuicdo dos canais Na,1.7 e Na,1.8 em fenbmenos
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nociceptivos tem sido descrita (COX et al.,, 2006; DIB-HAJJ, S. D.; YANG, Y.;
WAXMAN S.G., 2008). Os canais do tipo Na,1.7 estdo mais expressos na vigéncia
de resposta inflamatoria e, juntamente com os canais Na,1.8 contribuem para a
hipernocicepcao térmica inflamatéria e também para a resposta aguda frente a um
estimulo nocivo (AKOPIAN et al., 1999; NASSAR et al., 2004). O canais Na,1.8 sao
também importantes para a transmissdo do estimulo induzido pelo frio
(ZIMMERMANN et al.,, 2007). Além dos canais de soédio, os de célcio tambéem
apresentam importante papel em processos nociceptivos. Os principais canais de
calcio envolvidos em processos nociceptivos sdo 0s canais de calcio do tipo N, P/Q
e T. Os canais de célcio do tipo P/Q estdo expressos nas terminac¢des sinapticas nas
laminas 1I-1V do corno dorsal da medula espinal e estdo envolvidos em dores como
as enxaquecas (VAN DER VRIES et al. 2010). Os canais do tipo N e T estédo
expressos em fibras C e tem a expressdao aumentada na vigéncia de neuropatias
(CAO, 2006; SWAYNE e BOURINET, 2008; MESSINGER et al., 2009; ZAMPONI et
al., 2009).

O corno dorsal da medula espinal € um sitio importante no processo de
transmissdo e modulagcdo da informacdo nociceptiva da periferia para o SNC
(AIMONE e YAKSH, 1989; YAKSH, 1999). Neste sitio medular, o principal
neurotransmissor excitatério envolvido na nocicepcdo € o glutamato. Além do
glutamato, os neuropeptideos, como a substancia P, neurocinina A e o Peptideo
Relacionado ao Gene da Calcitonina (CGRP), tem papel importante no processo
nociceptivo, atuando como neuromoduladores da transmissao nociceptiva (KIDD e
URBAN, 2001; SCHAIBLE e RICHTER, 2004). Estes neurotransmissores e
neuromoduladores agem em receptores especificos presentes na membrana pos-
sinaptica. A ativacdo e a modulacéo dos receptores NMDA tem papel importante na
indugdo e manutengéo da sensibilizagdo dos neurdnios medulares (Sensibilizagéo
Central) (SCHAIBLE e RICHTER, 2004). Contudo, a liberacdo de neuropeptideos,
de fatores neurotroficos e de prostaglandinas, além da ativacdo de células da glia
(astrécitos e microglia) neste sitio medular, também contribui para a génese do
processo de Sensibilizagcdo Central (BESSON, 1999; WOOLF, 2000; SCHAIBLE e
RICHTER, 2004; WIESELER-FRANK, J.; MAIER, S.F.; WATKINS, L.R., 2004).

A transmissdo nociceptiva na medula espinal € modulada por tratos
descendentes excitatérios e inibitorios, os quais podem atuar em fibras aferentes

primérias, ou ter acdo em fibras pds-singpticas ou em interneurdnios presentes no
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corno dorsal da medula espinal (COUSINS e COHEN, 2005). Os multiplos tratos
descendentes inibitérios se originam de nucleos presentes no tronco cerebral.
Neurotransmissores como acetilcolina, GABA, glicina e opi6ides modulam a
atividade destes tratos descendentes inibitérios (MILLAN, 2002). A nocicepcao &,
portanto, um processo gerado na periferia e modulado no SNC. Alteracées no
controle descendente da nocicepcao podem também provocar sensibilizagdo central
e, consequentemente, estados hiperalgésicos.

A caracterizacdo dos mediadores quimicos e dos mecanismos celulares e
moleculares envolvidos na génese da dor tem contribuido para o avanco no
conhecimento da fisiopatologia dos processos nociceptivos e de seu controle, bem
como para a caracterizacdo de novos alvos moleculares para o desenvolvimento
farmacos analgésicos. Esse avanco no conhecimento tem sido possivel por meio da
utilizacao de diferentes modelos experimentais in vivo de avaliacdo da nocicepcao
Estes modelos tém favorecido o estudo das dores manifestas e da hipernocicep¢ao

tanto de origem inflamatéria quanto neuropatica.

1.2 Agentes indutores de hipernocicepgéo

1.2.1 Hipernocicepc¢éo aguda

Varios agentes indutores de hipernocicepcdo tém sido utilizados
experimentalmente, dentre eles, a carragenina, um agente inflamatério e a
prostaglandina E, (PGE;), um mediador inflamatorio. O aumento da sensibilidade a
dor (hipernocicepg¢do) causado pela carragenina, € caracterizado por um
componente periférico, resultante da sensibilizagdo dos nociceptores, e por um
componente central, com a participacdo de circuitos centrais de dor (FERREIRA;
LORENZENTTI; CORREA, 1978). A mediacdo quimica desta hipernocicepgdo envolve
a liberacdo sequencial de mediadores nociceptivos. Em ratos, esta cascata inicia-se
com a formacao de bradicinina (FERREIRA; LORENZETTI; POOLE, 1993), que
estimula a liberagédo do fator de necrose tumoral alfa - TNFoa (CUNHA et al., 1992),
que por sua vez induz a secrecao de interleucina-6 e interleucina-1p (FERREIRA et
al., 1988). Estas citocinas estimulam a formacédo de produtos da ciclooxigenase,

resultando principalmente na producdo de PGE, (NAKAMURA e FERREIRA, 1987).
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O TNF-a é também capaz de induzir a liberacdo de quimiocinas (interleucina-
8/CXCL8 em humanos, CINC-1 em ratos) (CUNHA et al., 1991; LORENZETTI et al.,
2002), as quais estimulam a liberacdo/producdo de aminas simpatomiméticas.
Prostandides e aminas simpatomiméticas representam os mediadores finais
responsaveis pelo desenvolvimento do quadro hipernociceptivo induzido pela
carragenina. Cabe ressaltar que em camundongos, existe diferenca na hierarquia de
liberacdo de citocinas. Assim, foi demonstrado que ndo s6 o TNF-a, mas também a
quimiocina derivada de queratindcitos, KC/CXCL1 sdo as primeiras citocinas
liberadas pela carragenina, sendo sucedidas pela secrecao de IL-1p. O KC/CXCL1,
além de acarretar a liberacdo de prostaglandinas, age também via liberagdo de
aminas simpatomiméticas (CUNHA et al., 2005).

Diferentemente da carragenina, as prostaglandinas da série E, (PGE;) séo
conhecidas por sua capacidade de sensibilizar diretamente os nociceptores, durante
a inflamacéo (WILLIS e CORNELSEN, 1973; FERREIRA e NAKAMURA, 1979a;
TAIWO et al., 1989). Este efeito das PGE, decorre da sua interagdo com receptores
EP presentes na membrana dos neurénios (SOUTHALL e VASKO, 2001). A
estimulacdo de receptores EP resulta na ativacdo de complexas vias de sinalizacéo
intracelular, que dependem do receptor ativado e das células estudadas. Receptores
EP dos subtipos EP2, EP3 e EP4 sao descritos como acoplados a adenilil ciclase
(AC) (SUGIMOTO et al., 1992; COLEMAN et al., 1994; REGAN et al., 1994), sendo
que a ativacdo de EP2 e EP4 acarreta aumento dos niveis do segundo mensageiro
adenosina monofosfato ciclico (AMPc). A ativacdo de EP3 pode aumentar ou
diminuir a atividade da AC, dependendo da isoforma do receptor ativado (COLEMAN
et al., 1994).

Dados experimentais tem mostrado que a ativagao da isoforma EP3C, presente
em DRGs, induz aumento de AMPc (SOUTHALL e VASKO, 2001). Os DRGs
expressam tanto RNAm para sintese quanto as proteinas EP1, EP2, EP3 e EP4
(SOUTHALL e VASKO, 2001). A adicdo de PGE, em cultura de DRGs, com
consequente ativacdo de seus receptores, pode gerar tanto AMPc (HINGTGEN et
al., 1995), como resultado da ativagcdo da AC, quanto fosfatos de inositol, como
resultado da ativacdo da enzima fosfolipase C (PLC) (SMITH et al., 1998). O passo
subsequente ao aumento nos niveis de AMPc € a ativacdo de uma proteina quinase
(PK) dependente de AMPc, a PKA (FERREIRA e NAKAMURA, 1979a; TAIWO e
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LEVINE, 1991; ALEY e LEVINE, 1999; KASSUYA et al., 2007). Os receptores do
subtipo EP1 estdo acoplados a via de sinalizacdo da fosfolipase C, com
consequente hidrdlise de fosfatidilinositol-bifosfato, o que resulta na liberacdo de
inositol trifosfato (IP3) e diacil-glicerol (DAG) (WATABE et al.,, 1993). O DAG,
altamente lipossoluvel, encontra-se associado a membrana plasmatica, podendo
ativar uma proteina quinase C (PKC). De fato, a sensibilizacdo acarretada pela
PGE, tem sido associado a ativacdo de PKCe (ALEY et al., 2000; PARADA et al.,
2003; KASSUYA et al.,, 2007). Adicionalmente, tém sido descritos mecanismos
alternativos de sinalizagdo para a PGE,, independentes da geragcdo de AMPc ou
fosfatos de inositol (WATABE et al., 1993). Estudos in vivo tém associado a ativacao
de receptores EP3 a de ERK1/2 (KASSUYA et al.,, 2007). Foi também observado
que a ativacao de receptores EP4 por PGE;, em cultura de células embrionarias de
rim humano, acarreta a fosforilagdo de ERK1/2, via fosfatidilinositol 3-quinase (PI13K)
(FUJINO et al., 2003). De modo geral, a ativacdo deste receptor EP resulta na
despolarizacdo da membrana celular e transmissdo do impulso nociceptivo
(FERREIRA, 1994). Estudos eletrofisiolégicos demonstraram que a PGE, aumenta a
excitabilidade neuronal por suprimir as correntes de potassio (EVANS et al., 1999)
e/ou aumentar a atividade canais de sodio resistentes a tetrodotoxina (ENGLAND;
BEVAN; DOCHERTY, 1996; GOLD et al., 1996).

1.2.2 Hipernocicepcéao persistente

Nas ultimas décadas, varios modelos experimentais tém sido propostos para o
estudo de dor persistente, incluindo a dor de cancer (SCHWEI et al., 1999; LUGER
et al., 2002; SASAMURA et al., 2002; SHIMOYAMA et al., 2002; KURAISHI et al.,
2003; ZHANG et al., 2003; LEE et al., 2005; SHIMOYAMA et al., 2005) e a dor
neuropatica (BENNETT e XIE, 1988; SELTZER; DUBNER; SHIR, 1990; KIM e
CHUNG, 1992). Estes modelos tem favorecido o entendimento dos mecanismos
fisiopatolégicos envolvidos na génese da dor persistente, bem como possibilitado o
estudo de farmacos com atividade antinociceptiva neste tipo de dor.

Dores neuropaticas em humanos séo resultantes, muitas vezes, de injuria de
nervo periférico. Este tipo de dor € caracterizado pela presenca de dor espontanea
em queimacédo, acompanhada de hiperalgesia e alodinia (NAKAMURA e FERREIRA,
1987; DWORKIN et al., 2003).
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A persisténcia de uma lesé@o nervosa (excitacdo constante dos nervos lesados)
pode induzir alteragces no Sistema Nervoso Periférico, resultando em sensibilizacéo,
0 que contribui para o desenvolvimento da dor neuropatica (SELTZER et al., 1991;
GRACELY; LYNCH; BENNETT; DEVOR, 1994; MAO et al., 1995; PORRECA et al.,
1999; CAVIEDES e HERRANZ, 2002; DWORKIN et al., 2003). Neste caso, observa-
se aumento nos niveis de canais de sodio voltagem-dependente Na,1.8 nos
nociceptores, ativacdo de microglia no corno dorsal da medula espinal e
reorganizacao do sistema nervoso simpatico que passa a ativar as vias nociceptivas
(MCLACHLAN et al.,, 1993; JOSHI et al., 2006). Estas alteracdes facilitam o
desenvolvimento da sensibilizacdo central e neurodegeneracdo sinaptica (ITO;
OBATA; SAITO, 2009). Adicionalmente, estudos demonstram que os estimulos
capazes de induzir dor persistente, estimulam também a liberacdo de mediadores
inflamatoérios na medula espinal, fendbmeno que pode contribuir também para a
cronificacdo do processo nociceptivo (VOSCOPOULQOS e LEMA, 2010).

O tratamento da dor neuropatica € frequientemente ineficaz. Contudo, quando
se considera a complexidade dos mecanismos envolvidos no desenvolvimento deste
tipo de dor, torna-se compreensivel a dificuldade encontrada na clinica para o
controle deste processo. Os modelos experimentais usualmente empregados para o
estudo da dor neuropatica, incluem modelos de dor neuropatica induzida por
diabetes mellitus e dor originaria da injuria parcial de nervos periféricos ou espinais
(BENNETT e XIE, 1988; SELTZER; DUBNER; SHIR; KIM e CHUNG, 1992). A injuria
parcial de nervos pode ser produzida por constricdes crénicas do nervo isquiético de
ratos (BENNETT e XIE, 1988). A hipernocicep¢ao causada pela constricdo pode
iniciar entre 24 horas a 5 dias apo6s a inducdo da lesdo, com respostas maximas ao
final da segunda semana, e que persistem por até 2 meses (BENNETT e XIE, 1988).
As alteragOes estruturais envolvem degeneracdo de todas as fibras A e a maioria
das fibras C (BASBAUM et al., 1991; CARLTON et al., 1991).

Dentre os medicamentos utilizados clinicamente para o tratamento da dor
neuropatica, as principais classes de analgésicos séo: opioides, como o tramadol;
anti-depressivos, como os triciclicos; anti-convulsivantes, como a gabapentina e pré-
gabalina; antagonistas de receptores NMDA, como a quetamina e antiinflamatdrios
nao-esteroidais (COLLINS et al. 2010; TZELLOS et al., 2008). Usualmente, a
combinacéo de dois ou mais farmacos possibilita a maior eficacia no controle deste
tipo de dor (MAO; GOLD; BACKONJA, 2010).
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1.3 Opidides

O opio, do grego “opion”, diminutivo de “op0s” (suco), era obtido a partir do
extrato das sementes da papoula. Registros antigos descrevem que 0S SUmMerios
(habitantes da regido onde € atualmente, o Iraque), no final do terceiro milénio
(A.C.), cultivavam a papoula e teriam isolado o épio. O poder hipnético e euforizante
da papoula determinou a denominacdo de “planta da alegria” (BROWNSTEIN,
1993). Em 1806, Serturner isolou o ingrediente ativo do 6pio e o denominou Morfina.

Assim, o termo opidide aplica-se a qualquer substancia que produz efeitos
semelhantes aos da morfina e que sdo bloqueados por antagonistas do tipo
naloxona (FOLEY e INTURRISI, 1987; REISINE et al., 1996). Os opioides induzem
analgesia em seres humanos e em animais, por acdo em receptores especificos,
alterando a resposta neuronal a estimulos nociceptivos (YAKSH, 1999).

Atualmente, sdo conhecidas pelo menos 5 familias de receptores opioides, 0s
quais sao denominados pela Unido Internacional de Farmacologia Basica e Clinica
(IUPHAR), receptores do tipo do tipo MOP ou mu (u), KOP ou kappa (k) e DOP ou
delta (), epsilon (g) e sigma (o) (KIEFFER e EVANS, 2009). Em 1996, foi proposta
uma nova nomenclatura para estes receptores, a qual nao foi completamente aceita,
sendo que atualmente, ainda sdo amplamente utilizados os simbolos gregos para
nomear estes receptores (DHAWAN et al.,, 1996). Outros receptores opibides ja
foram caracterizados e vem sendo alvos de estudos, entretanto, ndo estdo ainda
completamente caracterizados (JUNIEN e WETTSTEIN, 1992). A sintese destes
receptores é regulada por trés diferentes genes, 0s quais apresentam extensa
homologia estrutural entre si (PRZEWLOCKI e PRZEWLOCKA, 2001). Uma sexta
classe de receptores, denominada nociceptina/orfanina FQ (NOP), cujo ligante
natural é a nociceptina, tem sido proposta como integrante da familia dos receptores
opidides (BARLOCCO et al., 2000).

Os principais efeitos analgésicos dos opidides sdo mediados pelos receptores
U, ¥ e &. O tipo de receptor envolvido neste efeito depende da natureza do estimulo
nocivo, bem como das condicdes patologicas do organismo (JUNIEN e
WETTSTEIN, 1992).

No Sistema Nervoso Central, os receptores opioides estdo amplamente

distribuidos em regies como talamo, cértex cerebral, amigdala, nucleo acumbens,
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substancia negra, formacdo reticular mesencefalica e substancia cinzenta
periaguedutal mesencefalica, além de serem encontrados na medula espinal
(YAKSH, 1999). A distribuicdo dos receptores opidides no cortex varia de acordo
com a porcdo cortical e laminar. Os receptores | estdo localizados
preferencialmente nas camadas I, V e VI, os receptores 6, nas camadas I, Ill, V e VI,
de maneira mais difusa, enquanto os receptores k estdo presentes nas camadas lll,
V, e VI do cértex anterior cingulado (LEWIS et al., 1987). Na medula espinal, os
receptores [, na proporcdo de 70%, estdo distribuidos predominantemente nas
camadas superficiais do corno dorsal, principalmente na substancia gelatinosa
(ATWEH e KUHAR, 1977; DAVIDSON et al., 2000). Os receptores « (7%) e 6 (23%)
estdo também distribuidos nas camadas superficiais do corno dorsal, em varios
segmentos da medula espinal (QUIRION, 1984; DAVIDSON et al., 2000). Os
receptores & encontram-se preferencialmente nos segmentos cervicais,
apresentando baixa densidade de ligacdo em regides lombo-sacrais, diferindo do
padrdao dos sitios de ligacdo x, concentrados nestas regibes (GOUARDERES;
CROS; QUIRION, 1985).

A presenca de opidides enddgenos em tecidos periféricos, tem sido
reconhecida. Estes receptores sao detectados em neurdnios aferentes primarios,
ganglios autondémicos, nervos entéricos e na medula adrenal (NORTH e EGAN,
1983). No DRG, estes receptores estdo expressos em neurdnios de pequeno, médio
e grande diametro (MANSOUR et al., 1994; COGGESHALL et al., 1997).

Wittert e et al. (1996) (WITTERT et al., 1996) mostraram que, além de serem
encontrados no sistema nervoso (BODNAR e KLEIN, 2005), os trés principais
receptores para opidides estao presentes no intestino, nas glandulas adrenais, rins,
pulmdes, baco, testiculos, ovarios, utero, estbmago, figado e coracdo de ratos. A
deteccdo de receptores opidides na periferia sugere que peptideos opibdides
endogenos tém importante papel na regulacéo de processos fisioldgicos.

Cada tipo de receptor é dividido em multiplos subtipos (HARRISON et al.,
1998; NARITA et al., 2001). A subdivisao desses receptores tem sido feita com base
na capacidade de antagonistas especificos exercerem acdo em um receptor e nao
em outro. Assim, o receptor u foi dividido em pl e p2, o receptor 6, em 81 e 62 e 0
receptor k em quatro subtipos, k1-4 (JENSEN, 1997; ELIAV et al., 1999; NARITA et
al., 2001; PRZEWLOCKI e PRZEWLOCKA, 2001).
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Os ligantes enddgenos destes receptores foram identificados como
encefalinas, dinorfinas, endorfinas e endomorfinas (REISINE et al., 1996;
PRZEWLOCKI e PRZEWLOCKA, 2001). As encefalinas apresentam alta afinidade
pelos receptores 6. Estudos anatdbmicos tém sugerido co-distribuicdo entre
encefalinas e os receptores 6, em muitas regides do Sistema Nervoso. Estes
mesmos opidides endogenos tém também alta afinidade por receptores p. Da
mesma forma que o observado para receptores 3, ha correlagdo entre a distribuicao
de receptores p e a presenca de RNAmM para encefalinas. Receptores k possuem
afinidade elevada por dinorfina A, indicando ser este € o ligante enddégeno deste
receptor. A beta-endorfina liga-se a receptores y e d, sugerindo que, em tecidos
periféricos, onde as endorfinas sdo mais abundantes que as encefalinas ou
dinorfinas, as beta-endorfinas sejam o ligante endégeno destes receptores.

Os receptores p sdo o0s responsaveis pela maioria dos efeitos analgésicos dos
opidides e por alguns dos mais importantes efeitos colaterais, como depresséo
respiratoria, euforia, dependéncia fisica e sedacdo. A maioria dos analgésicos
opidides é representada por agonistas destes receptores (BROWNSTEIN, 1993;
PRZEWLOCKI e PRZEWLOCKA, 2001; JONGKAMONWIWAT et al.,, 2003). A
morfina, o prototipo dos farmacos opidides, liga-se, preferencialmente, a receptores
do tipo M, porém, infusdes crbnicas ou tratamento com doses elevadas deste
opidide, alteram sua seletividade pelos receptores opidides, induzindo acdo também
em receptores k € & (MELCHIORRI et al., 1992; NEGRI et al., 1993; PRZEWLOCKI
e PRZEWLOCKA, 2001). Os receptores 0 sao, provavelmente, mais importantes na
periferia, entretanto podem, também, contribuir para a analgesia central. Os
receptores k contribuem para a analgesia central e acarretam nimero relativamente
pequeno de efeitos indesejaveis, podendo contribuir para a sedacao e disforia, mas
nao para a dependéncia fisica (WOOD, 1988; BOWEN et al., 2003).

Os receptores p, k € 6 apresentam 7 dominios transmembranicos acoplados a
proteina G (GPCRs) e possuem extensa homologia estrutural entre si
(PRZEWLOCKI e PRZEWLOCKA, 2001; ZHANG et al., 2005). Por serem GPCRs,
estes receptores compartilham caracteristicas de outros membros desta familia,
como por exemplo, a ocorréncia de alteracdes conformacionais quando ativados por
seu agonista especifico (CHATURVEDI et al.,, 2000). Alem disso, a ligacdo do
agonista a seu receptor favorece sua fosforilacdo por quinases especificas de
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GPCRs, denominadas quinases de GPCRs (GRKSs) ou por outros tipos de proteinas
quinase da cascata de sinalizacdo deste receptor, como a PKC, por exemplo. Além
de contribuir para a geracdo do efeito bioldgico, a fosforilacdo de dominios
citoplasmaticos de receptores por GRKs € um importante mecanismo regulador
negativo da sinalizacdo de GPCRs. Assim, as GRKs sdo responsaveis por
estabelecer sitios de ligacdo do GPCR a proteinas chamadas arrestinas. As
arrestinas sao proteinas adaptadoras multifuncionais que possuem alta afinidade
pelos GPCRs fosforilados (LOHSE et al., 1990; FERGUSON et al., 1996;
FERGUSON, 2001). A ligacao das arrestinas ao receptor, incluindo receptores
opidides, favorece a internalizagéo citoplasmatica do receptor e como consequéncia,
o término da resposta induzida pelo agonista, sendo que uma nova resposta s6 pode
ser iniciada quando o receptor retorna a membrana plasméatica (JOHNSON et al.,
2005; ZHENG et al., 2010).

Diversos mecanismos moleculares estdo envolvidos na agdo analgésica dos
opidides. Estes mecanismos incluem a abertura de canais de potassio, com
consequente hiperpolarizacdo da membrana celular e/ou a inibicdo do sistema de
adenil ciclase, diminuindo a producdo de AMPc (SCHULTZ e GROSS, 2001) e
inibindo canais de calcio voltagem-dependentes. A reducdo do influxo de célcio nas
fibras nervosas acarreta inibicdo da liberagdo de neurotransmissores, contribuindo
para a diminuicdo da transmissao sinaptica do impulso nervoso (DICKENSON e
SULLIVAN, 1987; LAW et al., 2000).

Até a decada de 1970, o efeito analgésico de farmacos opibdides estava
correlacionado as suas acfes no Sistema Nervoso Central, como por exemplo, na
substéancia cinzenta periaquedutal (PAG) ou ainda, na medula espinal, modulando a
atividade de neurénios de segunda ordem (KUHAR et al., 1973; BASBAUM et al.,
1976; FIELDS e ANDERSON, 1978; YAKSH e RUDY, 1978; YOSHIMURA e
NORTH, 1983; LIGHT e WILLCOCKSON, 1999; PORRECA et al., 2002). Neste sitio
medular, o efeito dos opidides parece estar relacionado a ativacdo de canais de
potassio retificadores de entrada, ativados pela proteina G (GIRKS), presentes nos
neurdnios pos-sinapticos (NORTH, 1989; OCANA et al., 2004)

No final da década de 1970, Ferreira e Nakamura (1979b) demonstraram a
acao antinociceptiva periférica dos opidides, uma vez que a morfina, administrada
pela via intraplantar, apresentou efeito antinociceptivo sobre a hipernocicepcao

induzida pela carragenina ou PGE,. Sugere-se, atualmente, que a ativacéo da via L-
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arginina-6xido nitrico-GMPc seja a responsavel pela analgesia periférica induzida
por alguns opidides ou substancias liberadoras de opidides enddégenos (FERREIRA
et al., 1991; GRANADOS-SOTO et al., 1995; PICOLO et al., 2003; SACHS; CUNHA;
FERREIRA, 2004).

A participacdo do NO e do GMPc no efeito analgésico periférico de opidides
foi evidenciada pela observacdo de que inibidores da enzima responsavel pela
sintese de NO, ou da guanilil ciclase, revertem o efeito destes farmacos, quando
avaliados em modelos de hipernocicepcédo inflamatoria aguda (FERREIRA, 1990;
FERREIRA et al., 1991; GRANADOS-SOTO et al., 1997; GRANADOS-SOTO et al.,
1995; AMARANTE e DUARTE, 2002) ou persistente (SACHS; CUNHA; FERREIRA,
2004). As enzimas responsaveis pela sintese de NO pertencem a uma familia de
enzimas denominadas NOS. Atualmente, sdo conhecidas trés principais isoformas
da NOS (endotelial, neuronal e induzida), sendo que as duas primeiras sao
consideradas constitutivas e a ultima € sintetizada durante processos inflamatorios.
As NOS constitutivas podem ser ativadas pela entrada de Ca*" intracelular, com
conseqtiente ligacdo do Ca®* & calmodulina, resultando na producédo de NO. Ainda, a
ativacdo da NOS pode ocorrer por um mecanismo independente de Ca* e
dependente de fosforilagdo pelas quinases PlszK/proteina quinase B (AKT).
Recentemente, Cunha et al., 2009, demonstraram, por meio de ensaios in vivo e in
vitro, que a ativagdo da via do NO, pela morfina e agonista de receptores opidides
do tipo «, é dependente da estimulacédo de PI3Ky/AKT. Uma vez sintetizado, o NO é
capaz estimular a enzima guanilato ciclase a catalisar a conversédo do trifosfato de
guanosina (GTP) em GMPc.

Diversos estudos experimentais demonstram que a sintese de GMPc pelo
NO, promove a abertura de canais para potassio sensiveis a ATP (Katp)(SOARES et
al., 2000; SOARES e DUARTE, 2001). O GMPc é capaz de modular, diretamente ou
indiretamente (via ativacdo da proteina quinase G, PKG), a atividade destes canais,
favorecendo o efluxo de ions potassio, a hiperpolarizacdo da célula neuronal,
resultando em antinocicepcédo (WHITE, 1999; HAN et al.,, 2001; SEGAWA et al.,
2001; HAN et al., 2002; SACHS; CUNHA; FERREIRA, 2004). A PKG € uma proteina
quinase que é estimulada seletivamente, mas nao exclusivamente, pelo GMPc. Uma
vez estimulada, a PKG induz a inibicdo da atividade da fosfolipase C, do 1,4,5-
inositol trifosfato e de canais de Ca?*, além de estimular a atividade da Ca** ATPase
e de canais de Katp (SACHS; CUNHA; FERREIRA, 2004).
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Adicionalmente a estes mecanismos, tem sido demonstrado que, durante a
ativacdo de receptores opidides, a subunidade By da proteina G, acoplada ao
receptor, pode ativar a via das MAP quinases (MAPKs) (POLAKIEWICZ,
SCHIEFERL, DORNER et al., 1998; POLAKIEWICZ, SCHIEFERL, GINGRAS et al.,
1998; LAW et al., 2000). Farmacos opidides, incluindo substancias capazes de ativar
receptores opidides do tipo k, podem ativar as trés enzimas (ERK1/2, p38 e JNK)
integrantes da via de sinalizacdo das MAPKs, em diferentes sistemas (BELCHEVA
et al., 1998; BOHN et al., 2000; KAM et al., 2004a; BELCHEVA et al., 2005;
BRUCHAS et al., 2006; BRUCHAS et al., 2007). Ainda, a ativagcao diferencial de uma
ou outra destas enzimas parece ser importante para os efeitos duradouros de alguns
antagonistas opidides (BRUCHAS et al., 2007). Esta via de quinases € ativada por
um grande numero de estimulos, desde sinais intracelulares, via interagdo proteina-
proteina, até de cascatas de fosforilagdo (KARANDIKAR e COBB, 1999).

Originalmente, a ativacdo de MAPKSs foi observada a partir da ativacdo de
receptores tirosina quinase, entretanto, varios estudos tem evidenciado que GPCRs
podem ativar diretamente estas quinases e, atualmente, esta ativacdo direta é
amplamente estudada. Alguns GPCRs ativam 0s receptores tirosina quinase por
fosforilacdo direta ou indireta, através da ativacao de MAPKs (PIERCE et al., 2001).
Adicionalmente, inUmeros estudos tem demonstrado que os GPCRs ativam as
MAPKs através de moléculas como a Src, c-Raf e fosfolipase C (BRUCHAS e
CHAVKIN, 2010).

A MAPK melhor caracterizada na sinalizacdo dos receptores opidides, é a
ERK1/2. Estudos demonstram que ocorre fosforilacdo desta quinase apds a
estimulacdo aguda de receptores opidides do tipo p e x, em células astrocitarias em
cultura e de receptores 3, em linhagem de células COS-7 transfectadas com este
receptor (BELCHEVA et al., 1998). Contudo, a cinética de ativacdo da ERK1/2 difere
entre os trés tipos receptores opidides. A ativagdo de receptores do tipo & promove
fosforilacdo desta quinase, via subunidade By do GPCR e Ras (BELCHEVA et al.,
1998). Em cultura imortalizada de astrécitos, observou-se que a ativacdo da ERK1/2
por ligantes de receptores opibdides u € mediada pela ativagdo de PKCg, enquanto
que ligantes do receptor k requerem PI3K, PKC( e calcio (BELCHEVA et al., 2005).

Estas diferencas detectadas entre os receptores da mesma classe fortalecem a
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hipétese de que estas quinases sdo finamente reguladas e dependem do estimulo e
do tipo de célula utilizada.

Além das ERKs, a via da p38 MAPK também pode ser ativada por
substancias que ativam receptores opibides do tipo k, em diferentes células, como
neurbnios e em astrécitos, presentes no nucleo estriado e em astrocitos localizados
na medula espinal (BRUCHAS et al., 2006; BRUCHAS et al., 2007). Os mecanismos
pelos quais esta quinase controla a sinalizacdo deste receptor sdo ainda
desconhecidos. Estudos demonstram que esta quinase é a responsavel pelo efeito
do fator de crescimento neural (NGF) sobre o aumento da expressao de receptores
opidides do tipo p no DRG, bem como pelo aumento do transporte axonal destes
receptores (YAMDEU et al. 2010).

Outra MAPK envolvida na sinalizacdo de receptores opidides é a JNK. A
ativacdo de receptores opidides do tipo 6 causa fosforilacdo desta quinase por um
mecanismo dependende da via da Pl3;K/Akt em linfocitos T (SHAHABI et al., 2006).
Contudo, estudos utilizando linhagens de células (SH-SY5Y e COS-7) transfectadas
com cada um dos receptores opidides, demonstram que a ativagdo desta quinase
pelos agonistas seletivos destes receptores, é independente da via Plzquinase/Akt
(KAM et al., 2004b). Bruchas et al. (2007), utilizando células HEK293 transfectadas
com receptor opidide do tipo k, mostraram que o Nor-BNI, antagonista seletivo deste
receptor, bloqueia a sinalizacdo intracelular decorrente de sua ativacdo, por
exemplo, a inibicdo do AMPc, a ativagdo de canais de K e a ativacdo de ERK1/2 e
p38 (PIROS et al., 1996; BOHN et al., 2000; BELCHEVA et al., 2005).

Em conjunto, estes dados sugerem que opibdides ativam a cascata das
MAPKs, entretanto, o papel de cada uma destas quinases, para o efeito dos

opidides, ndo estéa totalmente caracterizado.

1.3.1 Alteragbes na expressdo e funcionalidade de receptores opidides na

vigéncia de sensibilizacéo prévia

Diversas evidéncias experimentais e clinicas tém sugerido que farmacos
opidides possuem eficAcia aumentada na vigéncia de processos inflamatorios
(STEIN et al., 1989; STEIN; GRAMSCH; HERZ et al.,, 1990; STEIN et al., 1990;
STEIN et al., 1991). Algumas hipéteses tém sido propostas para explicar o aumento

na intensidade do efeito analgésico na presenca de inflamacgéo. Estas hipoteses
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incluem aumento da sintese de novo de receptores opidides, aumento do transporte
axonal destes receptores (HASSAN et al.,, 1993; MOUSA et al.,, 2001), além do
incremento na exposicdo de receptores opiodides na fibra nervosa sensitiva,
decorrentes de alteracdes na barreira perineural destes neurdnios, ocasionadas pela
leséo ou inflamagdo (RECHTHAND e RAPOPORT, 1987; OLSSON, 1990).

Diversos estudos experimentais tém mostrado alteragdes, tanto na periferia
quanto centralmente, da sintese de receptores opidides na vigéncia de inflamacéo
(HASSAN et al., 1993; Jl et al., 1995; SCHAFER et al., 1995; MOUSA et al., 2001,
MOUSA et al.,, 2002; CAHILL et al., 2003). Estes estudos evidenciaram, por
exemplo, aumento no namero de receptores pu opidides no ganglio da raiz dorsal da
medula espinal (DRG) ou em nervos periféricos da pata de ratos, trés dias apos a
administracao intraplantar de carragenina (JI et al., 1995) ou adjuvante completo de
Freund (CFA) (SCHAFER et al., 1995; MOUSA et al., 2001; MOUSA et al., 2002),
respectivamente. Adicionalmente, Hassan et al. (1993) observaram, em animais
submetidos a constricdo cronica do nervo isquiatico e injetados, por via intraplantar,
com CFA, acumulo marcante de receptores p opidides em torno da ligadura no
nervo isquiatico, além do acumulo destes receptores na pata injetada com o CFA,
sugerindo que a inflamagéo local aumenta o transporte axonal de receptores
opidides no nervo isquiatico e o seu acumulo no tecido inflamado. Apesar destas
evidéncias, ndo foram realizados até o presente momento, estudos investigando a
expressao destes receptores nos estagios iniciais do processo inflamataorio.

Adicionalmente ao aumento na expressao de receptores opidides na periferia
€ também observado aumento na expressao destes receptores no SNC (medula
espinal), durante inflamacédo periférica. Assim, em modelo de inflamacéo articular
induzida pela administracdo de CFA, foi detectado aumento da expressao de RNAm
para os receptores opidides P e k, mas ndo g, nas laminas | e 1l da medula espinal
(MAEKAWA et al.,, 1996). Por outro lado, quando este agente flogistico é
administrado na pata de ratos, ocorre aumento da expressao de receptores opidides
K e & na medula espinal (MOUSA et al., 2002; CAHILL et al., 2003). Em relacdo aos
receptores o, foi observado que este aumento é decorrente de seu recrutamento,
dos estoques intracelulares, para a membrana plasmética (CAHILL et al., 2003).

Além dos estudos realizados em roedores, estudos experimentais realizados

em humanos demonstram a eficacia analgésica periférica de opidides apenas na
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vigéncia de inflamacé&o. Nestes estudos, foi observado que o efeito analgésico da 6-
B-glucoronato de morfina (M6G) € detectado apenas quando o tecido € sensibilizado
pelo frio ou contracdo muscular. Interessantemente, os autores ndo detectaram
efeito analgésico deste opidide na presenca de injuria induzida por estimulacdo
elétrica (TEGEDER et al., 2003). Neste tipo de injuria ndo é detectada resposta
inflamatoria, uma vez que a aplicacéo da eletro-estimulacédo ndo desencadeia sinais
e sintomas do processo inflamatério (NAGAKURA et al., 2008).

O aumento da expressao de receptores opidides, particularmente do tipo ,
detectado na vigéncia de lesdo tecidual, como a constricdo cronica do nervo
isquidtico (CCI) (TRUONG et al.,, 2003), pode explicar a maior eficacia
antinociceptiva local de drogas com atividade opidide, em comparacdo a observada
apos a administracdo sistémica destas drogas. Klabi e Cahill (2007) mostraram,
também em modelos de CCI, aumento na expressao de receptores & em DRG de
animais submetidos a constricdo do nervo, quando comparado aos animais falso-
operados. Apesar destas evidéncias, existem dados contraditérios na literatura
mostrando que na vigéncia de dores cronicas, a efetividade de agonistas opioides
esta diminuida (TRUONG et al., 2003). Neste sentido, Zhang e et al. (1998) e Kohno
e et al. (1995) evidenciaram, em estudos utilizando modelos experimentais de dor
neuropatica, diminuicdo da expressdo de receptores opidides 4 em neurdnios do
DRG. Dessa forma, os dados da literatura sdo controversos em relacéo a expressao
destes receptores, bem como em relacdo a eficacia de farmacos opidides na
vigéncia de inflamagé&o/lesdo tecidual. Cabe ressaltar que a maioria dos dados de
literatura envolvem estudos com receptores opibides do tipo u, uma vez que, como
citado anteriormente, os principais farmacos utilizados no controle da dor atuam
preferencialmente nestes receptores.

Além de interferir com a expresséo génica e protéica de receptores opidides,
a inflamacdo ou lesdo tecidual podem também aumentar a exposicdo destes
receptores no tecido inflamado. Antonijevic et al. (1995) demonstraram que a
ruptura da barreira perineural, seja por mediadores inflamatorios ou por solucao
hiperosmoética, € essencial para o efeito antinociceptivo de agonistas p opioides.
Estes autores propfem que a ruptura desta barreira fisica facilitaria 0 acesso do
agonista opidide ao seu receptor, aumentando seu efeito antinociceptivo.

Estudos experimentais tém mostrado também que a reacao inflamatoéria pode

alterar a funcionalidade de receptores opidides e sua ligacdo ao agonista (ZOLLNER
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et al., 2003; SHAQURA et al., 2004). Estudos utilizando células do DRG, mostraram
que a inflamacgédo induzida por CFA favorece a ligacdo de receptores p opidides ao
Seu respectivo agonista e o acoplamento deste receptor com a proteina G, com
consequente ampliacdo da sinalizacdo intracelular. Ainda, foi mostrado em estudos
in vitro, que a diminuicdo do pH do microambiente de células em cultura, altera a
funcdo de proteinas G de membranas. Estas alteragbes incluem a diminuicdo da
estimulacdo da adenilil ciclase por proteinas G estimulatérias (Gs), acarretando a
potencializacdo do efeito inibitdrio gerado por um agonista opidide, via proteina G
inibitéria (Gi) (SELLEY et al., 1993). Cabe ressaltar que, novamente, grande parte
destes estudos envolve receptores u opidides, sendo escassas as informacdes
envolvendo receptores k e 6 opidides. Przewlocka et al. (1992) observaram que a
adenilil ciclase de células obtidas de DRG de ratos portadores de monoartrite, séo
mais sensiveis a inibicdo por agonistas p e & opidides. Como consequéncia deste
efeito, estes animais apresentam maior resposta antinociceptiva a injecao intratecal
de opidides, quando comparado aos animais controles. Estes dados mostram
novamente, que a presenca de um processo inflamatorio favorece a efetividade
analgésica de agonistas opidides. Contudo, a maioria dos estudos envolve modelos
de sensibilizacéo crbnica, sendo que o aumento da poténcia analgésica de opidides
€ também detectada nos periodos iniciais da inflamacdo. Assim, estudos para
melhor compreender os mecanismos envolvidos neste efeito, avaliando possiveis
alteracdes na funcionalidade destes receptores, nesta fase aguda do processo, e
gue possam contribuir para o0 aumento na atividade analgésica dos opidides, tornam-

se relevantes.

1.4 A crotalfina

Os estudos com a crotalfina estiveram baseados em evidéncias, do inicio do
século passado, que mostravam que o veneno da cascavel induz potente efeito
analgésico em seres humanos (BRAZIL, 1934; 1950). Em decorréncia destes dados,
Nnosso grupo realizou estudos experimentais para confirmar e melhor caracterizar
esta atividade do veneno crotalico. Estes estudos mostraram que a administracao
oral do veneno em camundongos ou ratos (200 — 1.600 pg/kg), induz antinocicepgéo

mediada pela ativacdo de receptores opiodides do tipo k e/ou 6 (GIORGI et al., 1993;
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KOHNO et al., 1995; PICOLO et al., 1998; PICOLO; GIORGI; CURY, 2000; PICOLO
et al., 2003; PICOLO e CURY, 2004; BRIGATTE, 2005). Subseqientemente a
ativacdo dos receptores opioides, perifericamente ocorre ativacdo da via L-
arginina/éxido nitrico/GMPc/PKG e abertura de canais de K dependentes de ATP,
mecanismo molecular fundamental para o efeito antinociceptivo periférico do veneno
(PICOLO; GIORGI; CURY, 2000; PICOLO e CURY, 2004). Apesar da atividade
opibide, o tratamento prolongado com o veneno crotalico ndo induz tolerancia ao
efeito antinociceptivo no modelo de hipernocicepc¢do induzida por carragenina
(PICOLO; GIORGI; CURY, 2000) e nao acarreta o aparecimento de sintomas que
caracterizem uma sindrome de abstinéncia (BRIGATTE et al., 2001). Foi também
demonstrado que o efeito antinociceptivo do veneno crotélico é de longa duracéo,
sendo detectado por 120 horas, quando avaliado em modelo animal de neuropatia
por constricdo cronica do nervo isquiatico de rato (GUTIERREZ et al., 2008) e 72
horas, quando avaliado no teste da placa quente e nos modelos de hipernocicepgao
inflamatoria induzida por carragenina ou prostaglandina E, (PGE;) (PICOLO;
GIORGI; CURY, 2000; BRIGATTE et al., 2001; PICOLO e CURY, 2004).

Baseado nas propriedades antinociceptivas do veneno crotalico, procedeu-se
a purificacdo e caracterizacdo quimica do componente responsavel pelo efeito
antinociceptivo do veneno. Nestes estudos foi identificada a crotalfina, um peptideo
de 14 aminoéacidos, contendo uma ponte dissulfidica e um acido piroglutamico
(Figura 1).

0
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"SR Phe Ser Pro Glu Asn Cys GIn Gly Glu Ser GIn Pro Cys %
— QOO0 IODD .

Figura 1. Sequéncia de aminoacidos da crotalfina.
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Estudos com a crotalfina mostraram que, da mesma maneira que 0 veneno
bruto, esta substancia é capaz de induzir antinocicepc¢ao de longa duragédo, mediada
pela ativacdo de receptores opioides (KONNO et al., 2008). Curiosamente, apesar
deste peptideo apresentar efeito opidide, a sua estrutura quimica ndo se assemelha
a nenhum peptideo opidide conhecido (KONNO et al., 2008). E importante salientar
gue este peptideo apresenta similaridade com a cadeia gama da crotapotina, a sub-
unidade néo toxica da forma heterodimérica da crotoxina, a principal neurotoxina do
veneno crotalico (BON et al., 1989; AIRD et al., 1990; FAURE et al., 1991).

Com base na estrutura quimica da crotalfina, foi possivel obter o peptideo na
sua forma sintética (sintese quimica manual em fase sélida) (KONNO et al., 2008).
Os estudos sobre a atividade antinociceptiva da crotalfina sintética mostraram que
este peptideo reproduz os dados obtidos com o veneno bruto e também com o
peptideo natural. Assim, a crotalfina sintética induz antinocicep¢do no modelo de
hipernocicepcéo induzida por PGE;, quando administrada por vias sistémicas — oral
e endovenosa — ou por via local — intraplantar (KONNO et al., 2008). Quando
administrada por via oral, sua efetividade neste modelo é observada a partir da dose
de 0,0016 ug/Kg. O efeito antinociceptivo deste peptideo € também observado no
modelo de hipernocicepcao inflamatéria induzida por carragenina e em modelos
experimentais de dor crénica — dor de cancer e dor neuropatica (BRIGATTE, 2005;
GUTIERREZ et al., 2008; KONNO et al., 2008). Em todos os modelos o efeito é de
longa duracédo (2-3 dias nos modelos de dor cronica e 5 dias no modelo de
hipernocicepcdo inflamatoria) e mediado pela ativacdo de receptores opioides
periféricos dos tipos k (modelos agudos) ou k e & (modelos crénicos) (GUTIERREZ
et al.,, submetido).

Os estudos com a crotalfina mostraram ainda, que o tratamento prolongado
com este peptideo ndo acarreta o desenvolvimento de tolerancia ao efeito
antinociceptivo, quando avaliado em modelo de dor neuropatica (GUTIERREZ et al.,
2008). Diferentemente do observado com a morfina (CELERIER et al., 2000;
GUIGNARD et al., 2000; COMPTON et al., 2003), a administragcédo de crotalfina em
ratos, em doses sub-analgésicas, ndo induz o aparecimento de hipernocicepg¢éo ou,
quando administrada em doses analgésicas, ndo acarreta o desenvolvimento de
hipernocicepcao tardia, subseqiientemente ao fim do efeito analgésico (PEREIRA e
CURY, em fase de elaboraco). E importante ressaltar, ainda, que a efetividade da

crotalfina foi também demonstrada, recentemente, em animais fémeas. Este é um
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parametro importante no desenvolvimento de um novo farmaco, uma vez que varias
evidéncias tém sugerido a existéncia de diferengcas na sensacdo de dor entre
homens e mulheres, bem como entre animais machos e fémeas (BERKLEY, 1997,
BINDER et al., 2000; WIESENFELD-HALLIN, 2005). Os dados obtidos pelo nosso
grupo demonstram que a crotalfina € mais efetiva em acarretar antinocicep¢cdo em
ratas, quando comparado aos machos, além de induzir efeito de maior duracdo nas
fémeas (6 dias apO0s uma unica administracdo) (BRITTO e CURY, em fase de
elaboracao).

Estudos recentes mostraram que a maior poténcia e a longa duragéao de acao
da crotalfina sdo detectadas na presenca de um estimulo inflamatorio (carragenina),
de sensibilizacdo (PGE;) ou de neuropatia, uma vez que na auséncia destes
estimulos, o efeito antinociceptivo € de menor intensidade e detectado apenas por 5
horas (PEREIRA e CURY, em fase de elaboracao). Apesar destes dados, nao foi
determinado, até o presente momento, se as alteracdes observadas para as
propriedades antinociceptivas da crotalfina, na vigéncia de sensibilizacdo prévia,
estdo relacionadas a alteracdes na expressao e/ou funcionalidade de receptores
opidides. Como ressaltado anteriormente, alteragbes na intensidade do efeito
analgésico de drogas com atividade opidide, como por exemplo a morfina, séo
também observadas na vigéncia de processos inflamatérios. Apesar de alguns
mecanismos envolvidos nestas alteracdes ja terem sido descritos (HASSAN et al.,
1993; ANTONIJEVIC et al., 1995; ZOLLNER et al., 2003), estes mecanismos nao
sdo totalmente compreendidos, em particular, aqueles relacionados as alteracdes
gue ocorrem nos estagios iniciais dos processos inflamatérios. Adicionalmente,
estudos mostrando a possivel correlacédo entre a instalacdo de dores crénicas, como
a dor neuropatica, e a expressao e atividade de receptores opidides, sdo ainda
controversos. Ainda em relagao aos estudos sobre a acéo da crotalfina que mostram
que, na presenca de nocicepcado aguda, o efeito antinociceptivo deste peptideo &
decorrente da ativagdo de receptores k-opidides e em modelos de dor persistente,
este efeito € decorrente da ativacado de receptores k- e 3-opidides, ndo foram ainda
determinados 0s mecanismos pelos quais 0 processo de sensibilizacdo neuronal
aguda ou cronica interfere com o tipo de receptor opidide expresso ou ativado por

este peptideo.
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Baseado nos dados de literatura mostrando que farmacos analgésicos do tipo
opidide apresentam efeito potencializado na vigéncia de sensibilizagdo prévia, o objetivo
deste trabalho foi investigar as possiveis alteracfes na expressédo e funcionalidade de
receptores opioides periféricos e sua interagdo com agonistas seletivos ou com a
crotalfina, na auséncia ou na vigéncia de sensibilizagcdo por prostaglandina E, ou
instalacdo de dor neuropatica induzida pela constricdo crénica do nervo isquiatico de ratos
(ccn.

Os obijetivos especificos foram investigar se:

%+ agonistas dos receptores opiodides do tipo |, k e & ou a crotalfina apresentam
maior efeito antinociceptivo e/ou mais prolongado em animais tratados com PGE; ou

submetidos & CCl, quando comparado aos animais controles (naive);

% a administragcdo de PGE; ou a CCl promovem alteragcdo na expressao
génica e protéica de receptores opidides U, k € & no nervo da pata e no ganglio da raiz
dorsal (DRG) da medula espinal, guando comparado aos animais controles (naive);

% estes estimulos favorecem a ativacdo de receptores por seus respectivos
agonistas e crotalfina, no nervo da pata e no ganglio da raiz dorsal (DRG) da medula
espinal e também em cultura de células obtidas do DRG de animais naive, incubadas ou

nao com PGE5;

s asensibilizacdo por PGE; interfere com as vias de sinalizagao ativadas pela
crotalfina, em cultura de células obtidas do DRG de animais naive, incubadas ou ndo com
PGE,.
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3.1 Animais

Foram utilizados ratos Wistar, machos, com peso entre 160 a 180 g,
fornecidos pelo Biotério Central do Instituto Butantan. Estes animais foram mantidos
com agua e racao ad libitum em sala apropriada, com isolamento acustico,
temperatura controlada (22°C 1) e ciclo claro-escuro (12:12 h), por um periodo
minimo de 3 dias antes dos experimentos. Todos os procedimentos foram realizados
de acordo com o protocolo aprovado pela comisséo de Etica no Uso de Animais do
Instituto Butantan (CEUAIB- protocolo n® 386/2008) e do Instituto de Ciéncias
Biomédicas (n° 50, fls. 45 do livro 2) e de acordo com 0 guia para uso de animais de
experimentacdo em estudos da dor, segundo a Associacdo Internacional para o
Estudo da Dor (IASP) (ZIMMERMANN, 1983).

3.2 Tratamentos Farmacoldgicos

Para avaliar o efeito antinociceptivo de agonistas opidides ou crotalfina na
vigéncia de sensibilizagcdo por PGE, ou constricdo do nervo isquiatico, foram
utilizadas as seguintes drogas, administradas por via intraplantar, antes ou

concomitantemente a PGE, ou no 14° dia apds a ligadura do nervo isquiatico.

v" DAMGO [D-Ala?, N-Me-Phe*, Gly>-ol]- acetato de encefalina, agonista seletivo
de receptor opidide do tipo p , diluido em agua destilada, (5 ng/50 uL ou 15
ug/50 pL) e administrado por via i.pl. (Sigma-Aldrich, USA) (PICOLO et al.,
1998);

v’ U-50488, (trans)-3,4-dicloro—N-metil-N-[2-(1-pirrolidinil)-ciclohexil]
benzenoacetamida, agonista seletivo de receptor opidide do tipo «, diluido em
salina, (10 ug/50 pL ou 30 ug/50 pL) e administrado por via i.pl. (Sigma-Aldrich,
USA) (PICOLO et al., 1998);

v' DPDPE [D-Pen®°, p-Cl-Phe*]-encefalina, agonista seletivo de receptor opidide
do tipo 3, diluido em agua destilada (20 pg/50 puL ou 60 pg/50 uL) e
administrado por via i.pl. (Sigma-Aldrich, USA) (PICOLO et al., 1998);

v' crotalfina (CRF) (lote U07122A1), diluida em salina (0,0015 ng/50 pL, 0,003
ug/50 uL ou 0,0006 ug/50 uL). O peptideo foi obtido por sintese peptidica em
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fase sOlida, utilizando estratégia Fmoc (American Peptide Company Inc, EUA
produto numero 331065, pureza 98%, denominacdo CNF 021.03cc). A

crotalfina foi mantida a -20°C e diluida em salina estéril no momento do uso.

Dados obtidos anteriormente pelo nosso grupo mostraram que o efeito
antinociceptivo da crotalfina, administrada pela via oral, € mediado pela ativagdo de
receptores opidides, sendo o tipo de receptor opidéde dependente do estimulo lesivo
utilizado (PICOLO et al., 1998; PICOLO; GIORGI; CURY, 2000; BRIGATTE, 2005;
GUTIERREZ, 2005). Baseado nestes dados, investigamos 0s mesmos mecanismos
envolvidos no efeito do peptideo administrado pela via intraplantar. Ainda, foi
analisado se o efeito observado para os agonistas especificos de receptores
opidides, administrados por via i.pl., seria mediado pela ativacdo do seu respectivo

receptor. Para tanto, utilizamos os seguintes antagonistas:

v" CTOP, D-Phe-Cys-Tyr-D-Trp-Orn-Thr-Pen-Thr-NH, (Sigma-Aldrich, EUA),
antagonista seletivo de receptor opidide do tipo u, diluido em agua destilada e
administrado por via i.pl. (20 ug/ 50uL), imediatamente antes ou 165 minutos
apos a PGE, ou no 14° dia apdés a CCl (PICOLO; GIORGI; CURY, 2000;
GENDRON et al., 2007);

v" Nor — BNI, norbinaltorfimina (Sigma-Aldrich, EUA) antagonista seletivo de
receptor opioide do tipo «, diluido em salina e administrado por via i.pl. (50 ug/
50uL), imediatamente antes ou 165 minutos apés a PGE, ou no 14° dia apos a
CCI (PICOLO; GIORGI; CURY, 2000; LOMAS et al., 2007);

v ICI 174, 864 (Sigma-Aldrich, EUA), antagonista seletivo de receptor opidide do
tipo 3, diluido em &gua destilada e administrado por via i.pl. (10 ug/ 50uL),
imediatamente antes ou 165 minutos apés a PGE; ou no 14° dia apés a CCI
(PICOLO; GIORGI; CURY, 2000);

v' Cloridrato de Naloxona (Sigma-Aldrich, EUA), antagonista ndo seletivo de
receptores opidides, diluido em agua destilada administrado por via i.pl. (1
ug/50uL), 165 minutos apés a PGE; (PICOLO; GIORGI; CURY, 2000).
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Nos estudos envolvendo a avaliacdo da ativagcdo de receptores opidides na auséncia

ou presenca de sensibilizacao, foram utilizados:

v

Prostaglandina E, (PGE;), utilizada como agente sensibilizante, diluida em
etanol (concentracao final menor que 0,001% nos ensaios in vitro e 0,2% nos
ensaios in vivo) (100 ng/50 pL nos ensaios in vivo ou 1 yM em cultura celular)
(Sigma-Aldrich, USA)(PICOLO et al., 1998; SEGOND VON BANCHET et al.,
2003; SEGOND VON BANCHET et al., 2003);

DAMGO [D-Ala?, N-Me-Phe*, Gly®-ol]- Acetato de encefalina, agonista seletivo
de receptor opidide do tipo p , diluido em &agua destilada (5 pg/50 pL nos
ensaios in vivo ou 1 yM em cultura celular) (Sigma-Aldrich, USA) (GOLD e
LEVINE, 1996; PICOLO et al., 1998);

U-50488 (+)-trans-U-50488 Metanosulfonato, agonista especifico de receptor
opidide do tipo k, diluido em salina (10 ug/50 uL nos ensaios in vivo ou 1 uM
em cultura celular) (Sigma-Aldrich, USA) (PICOLO et al., 1998; BOHN et al.,
2000);

DPDPE [D-Pen®°, p-Cl-Phe*-Encefalina, agonista especifico de receptor
opidide do tipo 8, diluido em 4gua destilada (20 ug/50 uL nos ensaios in vivo ou
1 UM em cultura celular) (Sigma-Aldrich, USA) (PICOLO et al., 1998);

crotalfina (CRF) (American Peptide Co, EUA), diluida em salina (0,0006 ug/50
uL nos ensaios in vivo ou 1 yM em cultura celular);

Nor-BNI, antagonista especifico de receptor kappa, diluido em salina, utilizada
na concentracdo de 1 uM em células do DRG;

Peptideo inibidor da PKC( (PKCC pseudosubstrato),
([C]SIYRRGARRWRKLYRAN; aminoacidos 105-121 na PKC({). Os peptideos
foram sintetizados e doados pela Profa. Dra. Daria Mochly-Rosen,
(Departamento de Quimica e Sistemas Bioldgicos, Universidade de Stanford,

CA), diluidos em agua e utilizados, in vitro, na concentracdo de 1 puM.

3.3 Inducgéo de hipernocicepcgao por prostaglandina E; (PGE>)

Para a inducao da hipernocicepcao, PGE, (Sigma- Aldrich, EUA) foi injetada

pela via intraplantar (i.pl., volume final 100 pl). Uma solucdo estoque de PGE, foi
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inicialmente preparada, dissolvendo-se 500 ug de prostaglandina em 1 mL de etanol.
No momento do uso, essa solucao estoque foi novamente diluida em salina estéril,
para a obtencdo da solucdo utilizada para administrar a dose de 100 ng/pata de
PGE,. Animais injetados com salina mais a proporcdo de etanol utilizada para
diluicdo da PGE,, foram inicialmente utilizados como controles (dados né&o

mostrados).

3.4 Inducéo da dor neuropatica

Para a inducdo da dor neuropdtica, foi realizada cirurgia no nervo isquiatico, de
acordo com o meétodo descrito por Bennett e Xie (1988). Os animais foram
anestesiados com halotano. O nervo isquiatico foi exposto na regido mediana da
coxa, afastando-se o musculo biceps femoral. Proximo a trifurcacdo do nervo
isquidtico, 7 mm de distancia da trifurcagédo, foram realizadas 4 ligaduras (categute
cromado 4-0) frouxas ao redor do nervo, distantes entre si em aproximadamente 1
mm. As ligaduras foram realizadas ao longo do nervo, até 4-5 mm do ponto inicial. A
incisdo foi suturada em camadas, utilizando fio de sutura de seda numero 4-0. O
grupo controle foi composto por animais falso-operados, submetidos a mesma
incisdo que os animais operados, com a exposi¢cdo do nervo isquiatico, porém sem
ligacdo ou compressdo do nervo. Para a caracterizacdo da dor neuropética, foi

avaliado o desenvolvimento de hipernocicepcao e alodinia.

3.5 Avaliagcéo da sensibilidade dolorosa

3.5.1 Determinacao da hipernocicepc¢éo

Para avaliacdo da hipernocicepcéo, foi utilizado o teste de pressédo da pata
de ratos (Analgesy-Meter Ugo Basile®, Italia), realizado de acordo com o método
descrito por RANDALL e SELITTO (1957) (Figura 2).

Neste teste, uma forgca em gramas (g), de magnitude crescente (16 g/s), foi
continuamente aplicada sobre o dorso das patas posteriores do rato e interrompida

quando o animal apresentava a reacdo de ‘“retirada” do membro. Neste modelo, o
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limiar nociceptivo esta representado como a for¢ca (g) necessaria para a inducdo da
reacao.

Este teste foi aplicado antes (medida inicial) e 3 h ap6s a administracdo de
PGE; na pata. Em animais submetidos ao CClI, o teste foi aplicado antes e no 14°
dia ap0s a ligadura do nervo isquiatico. Adicionalmente, na vigéncia dos tratamentos
farmacoldgicos, o teste foi aplicado no 14° dia, também em diversos tempos apés a
administracdo das drogas.

Os resultados foram analisados por meio da comparacdo das médias das
medidas iniciais e finais ou, quando determinado, por meio da comparacao das
médias obtidas nos diferentes grupos experimentais.

Figura 2 - Teste de pressao de patas

3.5.2 Determinacao da alodinia

Foi avaliada por ensaio quantitativo, em resposta a estimulo tatil aplicado as
patas do rato, segundo método descrito por Chaplan et al. 1994, modificado. Neste
teste, os ratos foram colocados, individualmente, em gaiolas plasticas, apoiadas
sobre uma prateleira, para permitir acesso as regides plantares das patas destes
animais. Os ratos foram inicialmente, habituados as gaiolas, por uma hora, durante
os 3 dias que antecederam os experimentos. No dia do ensaio, os animais foram
colocados na gaiola, 20 minutos antes do inicio de cada medida. Para o ensaio de
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alodinia, foi empregada uma série logaritmica de 10 filamentos de von Frey
(Aesthesiometer Semmer-Weinstein monofilamentos, Stoelting Co., E.U.A). A
calibracao dos filamentos é definida como log 10 (mg x 10), tendo os seguintes
valores (o valor em gramas esta entre parénteses): 3,61 (0,407 g); 3,84 (0,692 g;
4,08 (1,202 g); 4,17 (1,479 g); 4,31 (2,041 g); 4,56 (3,630 q); 4,74 (5,495 g); 4,93
(8,511 g); 5,07 (11,749 g) e 5,18 (15,136 g). Cabe ressaltar que os filamentos com
peso superior a 15,136 g ndo sdo empregados nos estudos de alodinia. Os
filamentos foram aplicados, um a um, perpendicularmente, sob a area plantar da
pata posterior e mantidos por um periodo de 8 segundos. Os ensaios foram iniciados
com o filamento de 2,041 g. Na ocorréncia da retirada da pata a este filamento, foi
utilizado o filamento de 0,407 g. Na auséncia de resposta com o filamento de 0,407g,
o filamento seguinte (0,692 g) foi aplicado. Diferentemente, na presenca de resposta,
o mesmo filamento de 0,407 g foi aplicado novamente, 30-60s depois. O filamento
capaz de elicitar a retirada da pata, duas vezes consecutivas, foi considerado como
a forca em gramas necessaria para promover a resposta (100% de resposta). Na
auséncia de resposta ao filamento inicial (2,041 g), a apresentacéo dos filamentos foi
realizada de forma ascendente, até a observacdo de duas respostas consecutivas
para um mesmo filamento. Na auséncia de resposta ao maior estimulo (15,135 g),
este filamento foi considerado como valor de corte. Esta forma de apresentacédo dos
filamentos minimiza o risco de habituacdo do animal a resposta (MILLIGAN et al.,
2000).
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Figura 3 - Filamentos de von Frey
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O valor da forca (em log) para induzir 50% de resposta de retirada da pata foi
calculado pela aplicacdo de uma funcdo psicométrica integral Gaussiana. Esta
funcdo foi aplicada para as respostas obtidas para cada filamento de von Frey,
utilizando um meétodo de ajuste de probabilidade maxima. O limiar de resposta
estimado a partir da fungéo integral Gaussiana torna-se, desta forma, apropriado
para andlise estatistica paramétrica. A funcdo Gaussiana foi aplicada utilizando-se o
programa PsycoFit (Universidade do Colorado, EUA) .

Este teste foi aplicado antes da cirurgia e 14 dias apods a ligadura do nervo
isquidtico, para a determinacdo da instalacdo da alodinia. Adicionalmente, na
vigéncia dos tratamentos farmacoldgicos, o teste foi aplicado, no 14° dia, também
em diversos tempos apos a administracdo das drogas.

Os resultados foram analisados por meio da comparacdo das medias das
medidas iniciais e finais ou, quando determinado, por meio da comparacao das
médias obtidas nos diferentes grupos experimentais.

3.6 Caracterizacdo do efeito antinociceptivo de agonistas seletivos de

receptores opidides p, k e & opidides

3.6.1 Na vigéncia de hipernocicepcao por PGE,

Para a determinacdo do efeito antinociceptivo de agonistas opidides ou da
crotalfina, os animais foram divididos nos seguintes grupos: (a) animais que
receberam PGE; nas duas patas e 0 agonista apenas na pata direita, sendo que o
agonista foi administrado 2 horas apés a injecdo de PGE;; (b) animais que
receberam apenas 0 agonista na pata direita, ou seja, ndo foram previamente
sensibilizados por PGE3; (c) animais controles que receberam PGE; e o veiculo dos
agonistas, ambos apenas na pata direita. O teste comportamental foi aplicado
sempre antes e 3 horas apos a injecdo da PGE; (pico da resposta hipernociceptiva),
ou o veiculo correspondente (PICOLO et al., 2003).

Nestes estudos, foram também utilizados antagonistas seletivos para cada
um dos receptores opioides, com o intuito de confirmar a especificidade do efeito do

respectivo agonista ou da crotalfina. Neste caso, 0s antagonistas foram
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administrados pela via intraplantar imediatamente antes ou 165 minutos apos a

PGE,, conforme especificado.

3.6.2 Na vigéncia de hipernocicepcéao e alodinia por CCI

Os agonistas seletivos para receptores opidides ou a crotalfina foram
administrados no 14° dia do pds-operatdrio, imediatamente apdés a avaliacdo da
instalacdo da hipernocicepcdo e da alodinia. Estes fendmenos foram avaliados

novamente 1 e 3 horas ap0s a administracdo dos agonistas ou da crotalfina.

3.7 Determinacao da expressao génica de receptores opioides

Para investigar se a administracéo plantar de PGE, ou a instalagédo de dor
cronica (CCI) promovem alteracdo na expressdo génica de receptores opioides, foi
realizado ensaio de reacdo em cadeia pela polimerase em tempo real (real-time
PCR).

O RNA foi extraido de amostras de ganglios da raiz dorsal (DRG) L4-L86,
ipsilaterais e contralaterais de animais tratados com PGE, ou submetidos a CClI, ou
dos controles correspondentes (salina ou falso operados). Para a remocao dos
DRGs, foi realizada uma incisdo no dorso do animal, a camada muscular foi retirada
e a medula espinal exposta apdés a retirada das vértebras. Os ganglios foram
coletados (dos lados ipsilateral e contralateral a injaria) e imediatamente congelados
em gelo seco. Para a retirada do nervo, foi removida a camada de tecido conjuntivo
da pata e o nervo foi retirado até a altura da articulacédo do joelho. Cada amostra foi
formada por um “pool” de 12 ganglios. Os experimentos foram realizados com
grupos contendo 7 animais cada. Os grupos controle foram constituidos por animais
normais (ndo submetidos a tratamentos farmacol6gicos ou procedimento cirdrgico)
ou falso operados. As amostras foram homogeneizadas em 1 mL de Trizol
(Invitrogen) e incubadas em temperatura ambiente por 15 minutos. ApOs essa fase,
as amostras foram centrifugadas a 5.000 g, por 15 minutos, a 4°C. A fase
sobrenadante da solucao foi transferida para novos tubos. Em seguida, foram
adicionados 500 uL de cloroférmio a cada amostra e os tubos submetidos a forte

agitacdo por 30 segundos e, entdo, incubados a temperatura ambiente por 15
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minutos. ApoOs essa fase, as amostras foram centrifugadas a 5.000 g, por 15
minutos, a 4°C. A fase sobrenadante da solucao foi transferida para novos tubos.
Foram adicionados 500 pl de &lcool isopropilico e os tubos foram incubados por 10
minutos. As amostras foram centrifugadas novamente, a 5.000 g, por 10 minutos, a
4°C. O sobrenadante foi descartado e o precipitado contendo RNA lavado com 1mL
de etanol 75%. Os tubos foram centrifugados por 5 minutos, a 4.000 g, a 4°C. O
sobrenadante foi descartado e os tubos mantidos a temperatura ambiente até a
secagem quase completa do RNA, o qual foi posteriormente suspendido em 40 uL
de H,0 DEPC. As amostras de RNA foram analisadas por espectrofotometria
(Ultrospec 2100 Pro, Amersham Pharmacia Biotec, EUA), nos comprimentos de
onda de 260 a 280 nm. As amostras selecionadas para os ensaios foram aquelas
em que a relacdo entre os comprimentos de onda (260/280nm) variaram entre 1,6-
2,0.

3.7.1 Reacédo em cadeia da polimerase em tempo real (real time RT-PCR)

Para as reacoes de sintese de cDNA, foram utilizadas aliquotas de 1-2 mg de
RNA total obtidas de amostras dos experimentos descritos acima. Neste ensaio,
foram utilizados os oligonucleotideos primers sense e anti-sense dos genes para
receptores opioides |, 6 e k, construidos pela Invitrogen. A mistura de reacao foi
preparada com os seguintes reagentes: 1 uL de dNTPS mix 10 mM (dATP, dTTP,
dCTP e dGTP), 4 ul de tampéao de reagao 5 vezes concentrada (Tris-HCL 50 mM,
KCI 75 mM e MgCl 3 mM), 2 uL de DTT 100 mM, 1 uL de inibidor de RNase (RNase
OUT, Invitrogen) 40 U/uL, 1 uL do iniciador OLIGO dT 0,5 pg/uL, 1 uL de enzima
transcriptase reversa M-MLV (Invitrogen, EUA). As etapas da reacéo de transcricao
reversa foram as seguintes: 1) desnaturacéo, 65°C, 5 min; 2) sintese, 42°C, 60 min;
3) reacao da inativacdo da enzima transcriptase reversa, 70°C, 15 min.

Para a reacdo de PCR em tempo real, foram utilizados os seguintes materiais:
amostra de cDNA (12,5, 25 ou 50 ng), primers especificos para o gene desejado (50,
100, 200 ou 400 nM), 5 puL da mistura SYBR Green PCR Mastermix (Applied
Biosystems, EUA).

Utilizando o sistema de deteccdo Rotor-Gene 3000 Real-time PCR (Corbett

Research, Mortlake, NSW, Australia), foram realizados os seguintes passos da
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reacdo em cadeia da polimerase em tempo real: 1) desnaturacdo a 95°C por 10
minutos, para a ativacdo da enzima AmpliTag Gold; 2) 45 ciclos a 95°C por 15
segundos (desnaturacdo) e 60°C por 1 minuto (anelamento). As fluorescéncias
foram lidas em detector ABI PRISM 7700 (Applied Biosystems).

Os primers utilizados foram:

- ciclofilina B: sense TCAAGGACTTCATGATCCAG; antisense
GAGCCATTGGTGTCTTTG

- receptor W opidide: sense GCCATCGGTCTGCCTGTAAT; antisense
GAGCAGGTTCTCCCAGTAC;

- receptor k opidide: sense GTCAGAGGACAGCTTTGCAC; antisense
TAGCTCAGTGAAGGTACATGC,;

- receptor & opiodide: sense ATGGTCATGGCAGTGACC; antisense
CACGCAGATCTTGGTCACAG.

3.8 Determinacédo da expressdao proteica de receptores opidides

Para investigar se a administracdo plantar de PGE, ou a constricdo crénica
do nervo isquiatico promovem alteracdo na expressao protéica de receptores
opidides, estes receptores foram quantificados por ensaio de Western Blotting.

A expressdo dos receptores foi realizada em amostras do nervo plantar e
DRG (L4-L6). Inicialmente os animais foram tratados com PGE;, ou submetidos a
CCI. Trés horas ap0s a PGE; ou 14 dias ap6s a CCI os animais foram eutanasiados
por CO». Para a remogao dos DRGs, foi realizada uma incis&o no dorso do animal, a
camada muscular foi retirada e a medula espinal exposta apds a retirada das
vértebras. Os ganglios foram coletados (dos lados ipsilateral e contralateral a injaria)
e imediatamente congelados em gelo seco. Para a retirada do nervo, foi removida a
camada de tecido conjuntivo da pata e o nervo foi retirado até a altura da articulagédo
do joelho. Animais controles foram constituidos por animais normais (n&o

submetidos a tratamentos farmacoldgicos ou procedimento cirdrgico) ou falso
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operados. Para a extragdo de proteina, as amostras forma homogeneizadas em
tampao contendo Hepes-NaOH (1 M, PH 7,9), NaCl (1,54 M), EGTA (200 mM),
Triton-X 100 (1 %) e coquetel inibidor de protease e fosfatase (1: 300, Sigma-Aldrich,
EUA). As amostras foram centrifugadas a 10.000 g, por 20 min, a 4° C. Apés a
centrifugagéo, a concentragédo de proteina foi determinada pelo método de Bradford
(BRADFORD, 1976).

Aliguotas contendo 60 pg de proteina total foram fervidas em tampao Laemmli
por 4 minutos e posteriormente, submetidos a eletroforese em gel de poliacrilamida
(SDS-PAGE 10%), em aparelho para minigel (Mini-Protean, EUA). Apds a separacao
por eletroforese, as proteinas foram transferidas para uma membrana de
nitrocelulose (BioRad, EUA). A membrana foi bloqueada por 1 hora, em TBST (20
mM Tris-HCL, 150 mM NacCl, e 0,1% Tween 20) contendo 5% de BSA, seguida pela
incubacd@o com anticorpos anti-receptor opioide p, anti-receptor opidide 6 (na diluicdo
de 1:1000, Chemicon, EUA), ou anti- receptor opidide k (na diluicdo de 1:500, Santa
Cruz Biotechnology, EUA). As bandas existentes nas membranas incubadas foram
visualizadas por auto-radiografia pos reacdo de quimiluminescéncia. O método da
quimiluminescéncia consiste nos seguintes passos: apos incubacdo da membrana
com o anticorpo primario, a membrana é novamente incubada por uma hora com o
anticorpo anti-lgG conjugado a peroxidase em solucdo bloqueadora (1:2000). Em
seguida, as membranas sao lavadas novamente trés vezes com solugdo TBS-T e
incubadas com um mL de cada um dos dois reagentes do kit, por um minuto, e a
seguir os filmes de raio-X sdo expostos as membranas. Esta exposi¢cdo pode durar
entre meio e dez minutos, dependendo da concentracédo de proteina da amostra e
da sensibilidade do filme de raio-X. A densidade 6ptica das bandas foi determinada
pelo programa TotalLab (Nonlinear Dynamics Ltd, EUA). A quantidade de proteina
de cada amostra foi normalizada pela incubacédo da membrana com anticorpo para
GAPDH (1:10.000) (Santa Cruz Biotechnology, EUA).
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3.9 Determinacédo da ativacdo (por alteracdo conformacional) de receptores

opidides

Com o objetivo de investigar se a sensibilizacado por PGE, na pata de ratos ou
a CCIl promovem alteracdes na atividade de receptores opidides, investigamos as
possiveis alteracdes conformacionais que indicam ativacao destes receptores. Estas
alteracdes foram realizadas em cortes de tecido da pata e DRG e em cultura de
DRG. A deteccdo destes receptores em sua forma ativa foi realizada por ELISA,
utilizando anticorpos que reconhecem alteragcfes estruturais, na por¢do N-terminal,

compativeis com a ativacao destes receptores (GUPTA et al., 2007) (Figura 4).

inativo ativo

Figura 4 - Esquema do reconhecimento da alteragcdo conformacional de
receptores pelo anticorpo conformacéo especifica

3.9.1 ELISA em cortes do nervo da pata e DRG

Para avaliar se a presenca de sensibilizacdo, per se, é capaz de promover
ativacado de receptores opidides, animais injetados com PGE; ou submetidos a CCl,
conforme descrito anteriormente (itens 3.2 e 3.3), e animais naive foram
anestesiados com halotano e submetidos a perfusédo transcardiaca, com solucao
salina tamponada, seguida de solucdo fixadora constituida de 4% de
paraformaldeido (PFA) dissolvido em tampéao fosfato 0,1 M (PB, pH 7,4). Apés a
perfusdo, os tecidos (DRG e nervo plantar) foram coletados e pés-fixados em 4% de
paraformaldeido, durante 6 horas, sendo entdo transferidos para solucdo

crioprotetora de sacarose a 30%, em tampao fosfato, por um periodo minimo de 48
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horas. Apés este periodo, os tecidos foram emblocados em “tissue freezing medium”
(TBS, Fisher, EUA). Posteriormente, foram realizados cortes de 14 pm em criostato
(Leica LM 500, Alemanha). As fatias foram colocadas em lamina silanizada e entdo
isoladas por uma barreira hidrofébica (Vector Laboratories, Inc., EUA), resultando
em pocos de 80 pL na prépria lamina. A técnica de ELISA foi utilizada para a
deteccdo dos receptores presentes nestes cortes. O material foi bloqueado por 90
minutos em solucéo contendo 1% de BSA e 5% de sacarose. Apos este periodo, 0s
tecidos foram incubados overnight com anticorpos primarios anti receptor- p, 6 ou «,
de conformacado especifica, na diluicdo de 1:1000 (GUPTA et al., 2007) (Proteimax
Biotecnologia Ltda, Brasil) ou anticorpos priméarios anti receptor- p, 6 na diluicdo de
1:500 (Chemicon, EUA) ou k, na diluicdo de 1: 250 (Santa Cruz Biotechnology,
EUA), que nédo discriminavam o estado diferente do receptor. Apds este periodo, as
laminas foram lavadas 3 vezes em tampdao fosfato salina (PBS) e entdo incubadas
com anticorpos secundarios anti-lgG de coelho conjugado a peroxidase (1:5000,
Sigma-Aldrich, EUA) por 2 horas. A reacao foi revelada pela adicdo de 80 pL de
reagente OPD (o-fenilenediamina dihidroclorideo) (Sigma-Aldrich, EUA), 0,5 g/mL,
diluido em tampéao citrato/fosfato, e 0,3 % de H,O, e a reacdo interrompida 5
minutos apos, com acido citrico 0,2 M. O produto da reacéo foi entdo transferido
para placas de 96 pocos e a absorbancia determinada por leitor de ELISA (Bio-Rad,

EUA), em comprimento de onda de 450 nm.

Para avaliar se a sensibilizacdo é importante para a ativacdo dos receptores
opidides por seus respectivos agonistas, os animais foram injetados com DAMGO (5
pg/pata, agonista de receptor u, Sigma-Aldrich, EUA), DPDPE (20 pg/pata, agonista
de receptor 6, Sigma-Aldrich, EUA), U 50,488 (10 pg/pata, agonista de receptor «,
Sigma-Aldrich, EUA) ou CRF (0,0006 pg/pata, American Peptides, EUA), na
presenca ou auséncia de sensibilizacdo por PGE; ou CCl. A ativacdo dos

receptores opioides foi avaliada conforme descrito acima.

3.9.2 ELISA em cultura de células do DRG

Os animais naive foram anestesiados com halotano, sacrificados em estufa

de CO,, e os DRGs removidos (42 a 50 ganglios por animal), dissecados e
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colocados em solucdo Earle's Balanced Solution (EBSS- estéril, pH 7,4). As células
foram inicialmente incubadas, a 37°C, por 50 minutos, em solucdo EBSS contendo
10 mg/mL de colagenase 1A. Em seguida a incubacéao, foi realizada centrifugacao
do material (1 minuto, 200 g), retirado o sobrenadante e, as células precipitadas, foi
acrescentada 1 mg/mL de tripsina, seguida da incubacdo, por 15 minutos, a 37°C.
Em seguida, foi realizada nova centrifugacdo, conforme descrito anteriormente,
retirado o sobrenadante e acrescentado inibidor de tripsina (Inibidor de tripsina—
soybean, Tipo I-S, Sigma-Aldrich, EUA, 1,5 mg/mL diluido em solucdo EBSS). Os
DRGs foram entdo dissociados manualmente com pipeta Pasteur em meio de
cultura Dulbecco’s Modified Eagle Medium (D-MEM, Invitrogen, EUA) suplementado
com 10 % de soro fetal bovino inativado, 2 mM de glutamina, 50 U/mL de penicilina e
50 mg/mL de streptomicina. As células foram cultivadas em placas cobertas com
poliornitina (20 ug/mL) e laminina (5 pg/mL) e mantidas em atmosfera de 5% CO;
(37°C), com D-MEM, por 48 horas.

Para avaliar se a sensibilizacdo com PGE,, interfere com a atividade de
receptores opiodides, as células foram tratadas com 1 yM de PGE; por 15 minutos.
Células controles foram incubadas com o diluente da PGE,. Posteriormente aos
periodos de incubacdo com PGE,, as células foram incubadas também com os
agonistas, a crotalfina ou salina por 15 minutos, para avaliar a sensibilizacéo
interfere com o efeito dos agonistas cobre a ativacao dos receptores opidides. Apos
este periodo, as células foram fixadas em solugdo de paraformaldeido 3,7% em
PBS, bloqueadas em solucdo contendo 1% de BSA e 5% de sacarose e incubadas
overnight a 4 °C com os anticorpos anti-u,- 6 ou- k¥ de conformacdo especifica
ativada, na diluicdo de 1:1000 (GUPTA et al., 2007) (Proteimax Biotecnologia Ltda,
Brasil). Os pocos foram entdo lavados 3 vezes com PBS. A incubacdo com o
anticorpo secundério e a determinacdo da absorbéncia foi realizada conforme

descrito anteriormente.
3.10 Dosagem das concentracfes de GMP ciclico intracelular
O GMPc foi quantificado por ensaio imunoenzimatico, em células obtidas do

DRG de animais naive, utilizando um kit para ensaio imunoenzimético (GE

Healthcare, Reino Unido). A cultura de células do DRG foi realizada conforme
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descrito anteriormente (item 3.9.2). As células (1x10° células/poco) foram incubadas
com crotalfina (0,1; 1 ou 10 yM) ou U 50,488 (0,1; 1 ou 10 yM), por 15 minutos. Para
avaliar o efeito da sensibilizacdo por prostaglandina E, (PGE>), as células foram
incubadas por 15 minutos, com PGE; (1 uM) e 15 minutos apds, células controle
foram incubadas veiculo. Para avaliar a participacao de receptores opioides do tipo «
no efeito da crotalfina e do agonista deste receptor (U 50,488), as células foram pré-
incubadas com Nor-BNI (antagonista de receptor opidide do tipo x, Sigma-Aldrich,
EUA, (0,1; 1 ou 10 uM)), por 30 minutos.

ApOs os tratamentos, 0 meio de cultura foi aspirado, sendo entdo adicionados
200 uL de tampéo de lise (composicao ndo fornecida pelo fabricante, GE Healthcare,
Reino Unido), por 10 minutos, sob agitacdo. Apds a lise das células, foi realizado
ensaio seguindo as instrucdes do fabricante. O ensaio consistiu na preparacao de
uma curva padrdo de GMPc variando de 1 a 512 fmol/poco. As amostras foram
colocadas em uma placa sensibilizada com anticorpos anti-GMPc. O principio do
método baseia-se na competicdo entre o GMPc ndo marcado (amostra) e uma
quantidade fixa de GMPc conjugado a peroxidase, para a ligacdo ao anticorpo
presente na placa. A deteccdo do sinal foi realizada pela determinacdo da

absorbancia em espectofotbmetro em comprimento de onda de 630 nm.

3.11 Determinacao da fosforilacdo da Akt, ERK1/2 e JNK pela crotalfina ou U
50,488 (agonista de receptor opidide do tipo k)

O possivel efeito da crotalfina e do U 50, 488 sobre a fosforilacdo das
quinases ERK1/2, JNK e Akt foi avaliada, na auséncia ou vigéncia de sensibilizacéo
por PGE,, por western blotting.

Para tanto, foi realizada cultura de células obtidas do DRG, obtidas de
animais naive, conforme descrito anteriormente (item 3.7). Foram cultivadas 4x10°
células em placas de 60 mm. Para este ensaio, foi realizado um pool de células
obtido de 4 a 5 ratos. As células foram pré-incubadas com veiculo ou PGE; (1 uM),
adicionadas ao meio de cultura, por 15 minutos e, entdo, incubadas com crotalfina
(1uM), U 50,488 ou salina por 15 minutos.

Para a extracdo de proteina, as placas foram mantidas em gelo e as células

coletadas com o auxilio de uma espatula de polietileno. As células foram entéo
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lisadas por sonicacdo e a extracdo de proteina das amostras foi realizada conforme
descrito anteriormente (item 3.7). A expressao protéica foi avaliada por Western
Blotting, utilizando-se os anticorpos anti- fosfo-Akt, fosfo-ERK, fosfo-JNK (na
concentracdo de 1:1000 Cell Signaling, EUA), overnight, a 4°C . A quantidade de
proteina de cada amostra foi normalizada pela incubacdo da membrana com
anticorpo anti-GAPDH (1:10.000) (Santa Cruz Biotechnology, EUA), conforme
descrito no item 3.7.

3.12 Avaliacéo da participacdo da PKC{ sobre a ativagdo de MAPKs induzida

pela crotalfina

Para investigar se a PKC{ esta envolvida na ativacdo de MAPKs pela
crotalfina, utilizamos um peptideo inibidor desta quinase (PKC{ pseudosubstrato),
que foi adicionado a cultura de células do DRG, obtida conforme descrito
anteriormente (item 3.8.2). Este peptideo foi desenvolvido pelo grupo da Dra. Daria
Mochly-Rosen, Universidade de Stanford, EUA. A PKC{ pseudosubstrato é
conjugada a uma sequéncia de peptideos carreadores (TAT), que facilita a
biodistribuicdo do peptideo subcelularmente (BEGLEY et al., 2004). A ligacao entre
a TAT e o peptideo inibidor da isoforma PKC( ocorre por pontes dissulfeto. Uma vez
que o meio intracelular é redutor, apds o complexo TAT-peptideo penetrar na célula,
a ligacdo entre a TAT e o peptideo é clivada, liberando o peptideo para o meio
intracelular, havendo ent&o a eliminagéo da TAT. Como controle, foi utilizada apenas
a TAT.

As células foram pré-incubadas com o peptideo inibidor desta quinase (PKC(
pseudosubstrato), na concentracdo de 1 uM ou TAT (1 uM, controle) por 15 minutos,
posteriormente incubadas com veiculo ou PGE;, (1 yM), por 15 minutos e apés este
periodo, as células foram incubadas com crotalfina (1 pM) ou veiculo, por 15
minutos. Nesta ultima incubac&o, os grupos previamente tratados com o peptideo

receberam novamente 1 uM de inibidor ou TAT (grupo controle).

3.13 Avaliacéo do efeito da crotalfina sobre o influxo de célcio induzido pela

capsaicina e prostaglandina E;
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A avaliacéo do efeito da crotalfina sobre a concentracdo de célcio intracelular
([Ca2+];) foi determinada em células do DRG utilizando a sonda fura 2-AM. As
células foram cultivadas conforme descrito anteriormente (item 3.8.2), em laminulas
de vidro e incubadas com 1 yM de fura -2 a 37°C, por 30 min, em camara de CO,.
Apés a incubacao, a laminula contendo as células foi transferida para uma camara.
Esta camara foi fechada e, em seguida, foi adicionada solu¢cdo Tyrode contendo 2
mM de CaCl,, 129 mM de NaCl, 5 mM de KCI, 1 mM de MgCl,, 30 mM de glicose e
25 mM de Hepes. Para a quantificacdo do calcio, foram escolhidos 5 campos
diferentes, contendo 5 células cada, para posterior analise em microscopio de
fluorescéncia, (Nikon Eclipse TE2000-U). As medidas de fluorescéncia que refletem
as elevacdes de calcio intracelular, foram conduzidas a 340 e 380 nM de excitacdo e
e 510 nM de emissao, utilizando-se o programa Open Lab software (Improvision,
EUA). Para a avaliagdo do efeito da crotalfina sobre o influxo de célcio, as células
foram pré-incubadas com crotalfina ou veiculo por 15 minutos (tempo padronizado
em ensaios anteriores) e entdo com capsaicina (200 nM) ou PGE, (10 pyM). Foram

realizadas imagens sequenciais para posterior analise pelo programa Open Lab.
3.14 Analise estatistica
A analise estatistica foi realizada por meio de andlise de variancia (ANOVA)

de uma via associada ao teste de Tukey (SNEDECOR et al., 1946), ou de duas vias,
seguida por Bonferroni. O indice de significancia foi de p<0,05.
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4.1 Estudos in vivo de avaliagéo da sensibilidade nociceptiva

Na primeira etapa deste estudo avaliamos se a sensibilizacdo prévia (aguda ou
cronica) é capaz de alterar a magnitude do efeito antinociceptivo de farmacos opioides,
administrados em doses que apresentam apenas efeito local. Nestes estudos, utilizamos
um estimulo nociceptivo mecanico (teste de pressao de patas), na vigéncia ou auséncia
de sensibilizac&do por prostaglandina E, (PGE2) ou constricdo cronica do nervo isquiatico
(CCl).

4.1.1 Efeito antinociceptivo do DAMGO, DPDPE e U-50488, agonistas seletivos
de receptores opiodides do tipo u, 6 e 6, respectivamente, na presenga ou

auséncia de sensibilizagao por Prostaglandina E2 (PGE2)

A administracado intraplantar de DAMGO, DPDPE ou U-50488, nao alterou o
limiar nociceptivo dos animais naive, avaliados 1 hora apés os tratamentos, quando
comparados com a medida inicial (Figs. 5A, 5B e 5C). O efeito destes agonistas foi
também investigado na vigéncia de hipernocicepcdo induzida pela PGE,. Nestes
experimentos, a PGE; foi injetada em ambas as patas posteriores. Animais tratados
com PGE, apresentaram, em ambas as patas posteriores dos animais. A
administragao intraplantar bilateral de PGE, acarretou, em ambas as patas,
diminuicdo significativa (aproximadamente 44%) (Fig. 6 A) do limiar nociceptivo,
quando comparado a medida inicial. Para a avaliacdo do efeito dos agonistas
opidides, neste modelo de hipernocicepcao, foi inicialmente realizada uma curva
dose-resposta e entdo escolhida a dose para os estudos subsequentes . Como
parametro, foi escolhida a dose que acarretou maior efeito antinociceptivo local
sobre a hipernocicepc¢éao induzida pela PGE,. Apos a escolha da dose, realizamos a
padronizacdo do tempo de administracdo dos agonistas. Os agonistas foram
administrados duas ou uma hora antes da PGE, ou concomitantemente a PGE;, ou
ainda uma ou duas horas ap0s este agente hiperalgésico. Os resultados
apresentados nas Figs. 6 e 7 correspondem a administracdo dos agonistas 2 horas
apos a PGE,, uma vez que, dependendo do agonista, ndo foi detectada diferenca
significativa entre os demais parametros ou entdo, este foi o tempo em que foi

observado maior efeito antinociceptivo.



Rresultados 72

A injecdo de DAMGO (5 ug/pata), DPDPE (20 png/pata), ou U-50488 (10
ug/pata), 2 horas apos a PGE;, além de bloquear o efeito hipernociceptivo,
promoveu aumento significativo do limiar nociceptivo dos animais, em relacdo a
medida inicial (Figs. 6B, 6C, 6D).

As doses utilizadas apresentaram apenas efeito local, uma vez que nao foi
detectada alteracdo no efeito hiperalgésico induzido pela administracdo de PGE; na
pata contralateral (Fig. 6E).

Esses dados indicam que a sensibilizacdo induzida pela PGE, € importante

para a expressao do efeito antinociceptivo local de agonistas de receptores opidides.
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Figura 5 - Efeito do DAMGO (A), DPDPE (B) ou U 50,488 (C) sobre o limiar nociceptivo
dos animais. O limiar nociceptivo, expresso em gramas, foi avaliado pelo teste
de presséo da pata de ratos, aplicado antes (MI) e 1 hora apos a administracdo
dos agonistas (pata direita). (A) Animais tratados com DAMGO (5 pg/pata), (B):
Animais tratados com DPDPE (20 pg/pata), (C) Animais tratados com U 50,488
(10 pg/pata). Os resultados representam a média + epm de 6 animais por grupo.
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Figura 6 - Efeito do DAMGO, DPDPE ou U 50,488 sobre o limiar nociceptivo, na

presenca de sensibilizacdo por prostaglandina E2 (PGE2). O limiar
nociceptivo, expresso em gramas, foi avaliado pelo teste de pressao da pata de
ratos e foi determinado antes (MIl) e 3 horas apo0s a inje¢do da PGE2 (100
ng/pata). A PGE, foi administrada nas duas patas (direita e esquerda). (A)
animais tratados com PGE2 + salina (pata direita), (B) animais tratados com
PGE2 + DAMGO (pata direita, 5 pg/pata) (C) animais tratados com PGE2 +
DPDPE (pata direita, 20 pg/pata) (D) animais tratados com PGE2 + U 50,488
(pata direita, 10 pg/pata). Os agonistas de receptores opidides foram
administrados 2 horas apés a PGE,. (E) efeito da PGE, injetada na pata
contralateral (esquerda) a administracdo do DAMGO, mostrando que a
administracdo intraplantar do agonista opidide ndo alteraria a hipernocicepc¢ao
induzida pels PGE,. Resultados semelhantes foram observados nos animais
tratados com o0s outros agonistas (dados ndo mostrados). Os resultados
representam a média + epm de 6 animais por grupo. * p< 0,05 por comparacao
com a MI, # p< 0,05 por comparacdo com PGE2 + Salina (Painel A) ou PGE2
(pata esquerda).
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4.1.2 Efeito dos antagonistas seletivos de receptores opidides sobre a
antinocicepcao causada pelos respectivos agonistas no modelo de

hipernocicepcao induzida por prostaglandina E, (PGE>)

Com o intuito de confirmar que o efeito antinociceptivo local dos agonistas
opidides, observado no modelo de hipernocicepcdo induzida por PGE,, é
dependente da atuacdo destes agonistas em seus respectivos receptores, utilizamos
antagonistas seletivos para cada tipo de receptor opidide. O DAMGO, o DPDPE ou o
U 50,488 administrados 120 minutos apos a PGE, e seus antagonistas (CTOP, ICI-
174,864 e Nor-BNI respectivamente), 15 minutos antes da avaliagcdo da
sensibilidade nociceptiva (165 minutos apos a PGE)). O teste de pressdo de patas
foi aplicado antes e 180 minutos apos a administracdo da PGE..

A administracdo de DAMGO, DPDPE e U 50,488 inibiu a hipernocicepg¢ao
acarretada pela PGE,, bem como causou aumento do limiar nociceptivo, quando
comparado a medida inicial (Figs. 7 A, B e C). O tratamento com CTOP, ICI-174, 864
ou Nor-BNI bloqueou, respectivamente, o efeito antinociceptivo do DAMGO, DPDPE
e U 50,488, (Figs. 7 A,Be C).

Dados anteriores obtidos pelo nosso grupo demonstram que 0s antagonistas
per se, nestas doses, nao interferem com o limiar nociceptivo basal dos animais ou a
hipernocicepcéo acarretada pela PGE, (PICOLO; GIORGI; CURY, 2000).



Rresultados 76

PGE, Agonistas Antagonistas
Teste de + + + . Teste de
pressiode ~ % ['] 120I ] ' | = pressiode
patas min 165 min 180 min patas
A
OMI @ 180 min
— 120 1
RS #
0 *
=
5 801
q_) —
o
Q * *
g 40+
ks
E
=4 0
PGE, PGE, PGE, + CTOP
5 Salina DAMGO
COMI @ 180min
— 120 1
2 #
o *
=
B 80 1 N
o
[&] * *
2 40+
T
£
=4 0
PGE, PGE, PGE, + ICI
Salina DPDPE
C
OMI @ 180min
— 120 1
2 #
o *
=
3 801 _
© -
2
Q *
2 40 =
8
E
=41 0
PGE, PGE, PGE, + Nor-BNI
Salina U 50,488

Figura 7 - Efeito do CTOP, ICI-174864 e Nor-BNI na antinocicepcéao local induzida pelo
DAMGO, DPDPE ou U50,488, respectivamente. O limiar nociceptivo,
expresso em gramas foi avaliado pelo teste de pressdo da pata de ratos. Os
agonistas foram injetados 120 min apds a prostaglandina E, (PGE,, 100
ng/pata) e os antagonistas, 165 min apés a PGE, e o limiar nociceptivo
avaliado antes (MI) e 180 min apds a injegédo intraplantar da PGE,. A: Animais
foram tratados com DAMGO (5 pg/pata) ou DAMGO + CTOP (20 pg/pata); B:
DPDPE (20 ug/pata) ou DPDPE + ICI (10 pg/pata); C: U50, 488 (10ug/pata) ou
U50,488 + Nor-BNI (50 ug/pata). Em todos os experimentos, salina foi utilizada
como controle, nas mesmas condicbes experimentais. Os resultados
representam a média + epm de 6 animais por grupo. * p< 0,05 por comparacao
com a Ml ou # p< 0,05 por comparacédo com o grupo PGE, + salina.
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4.1.3 Efeito antinociceptivo da crotalfina na presenga ou auséncia de
sensibilizag&o por Prostaglandina E;, (PGE3)

Para a avaliacdo do efeito do CRF sobre o limiar nociceptivo dos animais, foi
realizada inicialmente uma curva dose resposta para o peptideo, em animais nao
sensibilizados com PGE,. Os resultados mostram que as doses de 0,003 ou 0,015
ug/pata promoveram aumento do limiar nociceptivo (28% e 33%, respectivamente),
guando comparado a medida inicial (Fig. 8). Contudo, animais tratados com CRF na
dose de 0,0006 pug/pata, nao apresentaram alteracdo significativa no limiar
nociceptivo em relacdo a medida inicial (Fig. 8).

O efeito dessas mesmas doses foi avaliado no modelo de hipernocicepcao
induzida por PGE, Com o intuito de definir uma dose de crotalfina (CRF) que
acarretasse antinocicepcéo apenas local, a PGE; foi injetada em ambas as patas
posteriores, enaquanto o CRF em apenas uma das patas. Os resultados
apresentados na Figura 9 A mostram que a PGE, promoveu diminuicdo do limiar
nociceptivo dos animais (46%), caracterizando o fenémeno de hipernocicepc¢do. As
doses de 0,003 ou 0,015 nug/pata de CRF, injetadas apenas em uma das patas
posteriores (pata direita), reverteram a hipernocicepcéo induzida pela PGE, em
ambas as patas. Ainda, nas patas tratadas com PGE; e crotalfina, essas doses do
peptideo acarretaram também aumento no limiar nociceptivo (55% e 70%,
respectivamente), em relacdo a medida basal (Figs. 9 B e C). A figura 9 D mostra
que a dose de 0,0006 pg/pata de CRF bloqueou a hipernocicepcéo induzida pela
PGE,, na pata ipsi-lateral, e também aumentou o limiar nociceptivo desta pata
guando comparado com a medida inicial. Por outro lado, esta dose de CRF nao
interferiu com o efeito hipernociceptivo da PGE, na pata contralateral. Estes
resultados indicam que o CRF, na dose de 0,0006 ug/pata, induz apenas efeito local
e que a presenca de sensibilizacdo é importante para a maior expressao do efeito
antinociceptivo local da crotalfina.

Baseado nestes resultados, a dose de 0,0006 pg/pata de CRF foi utilizada

nos demais protocolos experimentais.
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Figura 8- Efeito da crotalfina (CRF) sobre o limiar nociceptivo de animais naive. O
limiar nociceptivo, expresso em gramas, foi avaliado pelo teste de pressao da
pata de ratos e foi determinado antes (MI) e 3 horas apds a injecdo do CRF,
pela via intraplantar (pata direita). Os resultados representam a média + epm
de 6 animais por grupo. * p< 0,05 por compara¢do com a Ml.
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Figura 9- Efeito antinociceptivo da crotalfina (CRF) na presenca de sensibilizacdo

por Prostaglandina E, (PGE;). O limiar nociceptivo, expresso em gramas, foi
avaliado pelo teste de pressao da pata de ratos e foi determinado antes (Ml) e
3 horas apo6s a injecdo da PGE, (100 ng/pata) na pata esquerda e pata direita.
(A) animais tratados com PGE, e salina em ambas as patas. Painéis B a D:
Animais tratados com PGE, em ambas as patas e CRF na pata direita, nas
doses de (B) 0,0006 ug/pata, (C) 0,003 pg/pata e (D) 0,015 png/pata,
concomitantemente a PGE,. Em todos os experimentos salina foi utilizada
como controle, nas mesmas condicbes experimentais. Os resultados
representam a média + epm de 6 animais por grupo. * p< 0,05 por comparacao
com a Ml ou # p< 0,05 por comparacdo com o grupo PGE, + salina.
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4.1.4 Curva tempo-resposta do efeito antinociceptivo local da crotalfina

Baseado em dados obtidos por nosso grupo, mostrando que o CRF,
administrado pela via oral, induz antinocicepcéao prolongada (5 dias), no modelo de
hipernocicepcéo induzida pela PGE, (GUTIERREZ et al., 2008), foi nosso objetivo
avaliar a duracédo do efeito do CRF, administrado pela via intraplantar, na dose em
que € observado apenas efeito local.

Para tanto, os animais foram tratados por via i.pl., com o CRF (0,0006
ug/pata) ou salina (controles), e avaliados 3, 72, 120 e 144 h ap0s. Neste ensaio a
PGE; foi administrada por via intraplantar, sempre 3 horas antes da avaliacdo da
sensibilidade nociceptiva (medida final). Para cada tempo avaliado, foi utilizado um
grupo diferente de animais. A figura 10 mostra que o efeito antinociceptivo local do
CRF é detectado por até 120 horas apds a administracdo de uma unica dose do
peptideo. Além de bloquear a hipernocicepcdo, o CRF aumentou o limiar nociceptivo
dos animais em relagdo a medida inicial (54%, 32% e 39%, na 3% 72% e 120 hora,

respectivamente).
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Figura 10 - Curva tempo resposta do efeito antinociceptivo local da crotalfina (CRF). O
limiar nociceptivo, expresso em gramas foi avaliado pelo teste de presséo da
pata de ratos e foi determinado antes (MI) e 3, 72, 120 e 144 h (medida final)
apos o tratamento com o CRF (0,0006 ug/pata) ou salina (grupo controle). PGE,
(100 ng/pata), utilizada como agente hipernociceptivo foi injetada por via
intraplantar, 3 horas antes da medida final. * p< 0,05 por comparagdo com a Ml e
# p< 0,05 por comparagdo com o grupo salina (controle).
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4.1.5 Avaliacdo da participacdo de receptores opidides no efeito
antinociceptivo local da crotalfina no modelo de hipernocicepcéo
induzida por Prostaglandina E, (PGE3)

Dados obtidos anteriormente pelo nosso grupo, mostraram que o efeito
antinociceptivo da crotalfina, administrada pela via oral, € mediado pela ativacédo de
receptores opidides. Baseado nestes dados, investigamos o envolvimento destes

receptores no efeito local deste peptideo.

4.1.5.1 Efeito da naloxona

Inicialmente, utilizamos a naloxona, antagonista ndo seletivo de receptores
opibdides. Foram utilizados dois protocolos experimentais. No primeiro protocolo, a
naloxona foi administrada 165 minutos apo6s o tratamento com o CRF. Neste estudo,

a PGE, foi administrada concomitantemente ao CRF.

Esquema experimental:

CRF + PGE, Naloxona
+ | | + . Avaliacdoda
. . ' . | = sensibilidade
0 60 min 120min  165min 180 min nociceptiva

Os dados apresentados na Figura 11 A mostram que o CRF reverteu a
hipernocicepcéo induzida pela PGE;, e que a naloxona, administrada 165 minutos
apos o CRF e PGE,, bloqueou o efeito antinociceptivo local induzido pelo peptideo.

No segundo protocolo, o0 CRF foi administrado 60 minutos antes da PGE, A
naloxona foi administrada 165 minutos apdés a PGE;,, 0 que corresponde a 225

minutos apos o CRF.
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Esquema experimental:

CRF PGE, Naloxona
4 * 4 Avaliagdoda
| | | i i | =+ sensibilidade
- 60 min oh 60 min 120 min 165min 180 min nociceptiva

Os dados apresentados na Figura 11 B mostram que o CRF reverteu a
hipernocicepcéo induzida pela PGE,. Contudo, a naloxona, administrada 225 min
apos o CRF, néo interferiu com o efeito antinociceptivo local induzido pelo CRF.

Cabe ressaltar que dados obtidos anteriormente pelo nosso grupo mostram
que a naloxona, nesta dose, ndo interfere, per se, com o efeito da PGE, (PICOLO;
GIORGI; CURY, 2000; PICOLO, 2002).

4.1.5.2 Efeito do CTOP, ICI 174, 864 e Nor- BNI na antinocicep¢ao induzida
pela crotalfina no modelo da hipernocicepcdo induzida pela prostaglandina E;
(PGE>)

Os antagonistas seletivos para receptores opidides foram injetados
concomitantemente ou 165 minutos apos a inje¢cdo de PGE,. O CRF foi sempre
administrado concomitantemente a PGE;,. A hipernocicep¢do foi avaliada 180
minutos apos a PGE,. O desenho experimental estd esquematizado nas figuras 12
Ae 13 A.

O CTOP, antagonista seletivo de receptor opidide do tipo pu, ou o ICI 174, 864,
antagonista seletivo de receptores opidides do 6, ndo interferiram com o efeito
antinociceptivo induzido pelo CRF, em nenhum dos protocolos experimentais (Figs.
12 B, 12 C, 13 B e 13 C). Por outro lado, o Nor-BNI, antagonista seletivo de receptor
opidide do tipo k, administrado concomitantemente com a PGE,, bloqueou o efeito
do CRF (Fig. 12 D). Poréem, quando administrado 165 minutos apos a administracao
do CRF e PGE;, este antagonista nao interferiu com o efeito antinociceptivo do CRF
(Fig. 13 D).
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Figura 11 - Efeito da naloxona nha antinocicepc¢ao local acarretada pela crotalfina (CRF)
no modelo de hipernocicepcdo induzida por PGE,. O limiar nociceptivo,
expresso em gramas foi avaliado pelo teste de pressdo da pata de ratos e foi
determinado antes (MI) e 180 minutos apds a injecdo intraplantar da PGE, (100
ng/pata). Animais foram tratados com CRF (0,0006 pug/pata) ou salina
concomitantemente (A) ou 60 minutos antes da PGE, (B). Naloxona, 1 ug/pata,
foi injetada 165 minutos apds a PGE,. Em todos os experimentos, salina foi
utilizada como controle, nas mesmas condi¢bes experimentais. Os resultados
representam a média + epm de 6 animais por grupo. * p< 0,05 por comparacao
com a Ml ou # p< 0,05 por comparacdo com o grupo PGE, + salina.



Resuftados 85

CRF+ PGE; ou CRF + PGE;+
Antagonistas ou salina

‘ Avaliacgo da
A — 5 : | =* sensibilidade
0 60 min 120 min 180 min nociceptiva

B o 140 4 # awm
g 120 1 * * @ 3h
= 1001
@D
RERTIE
= - -

S 60 *

E 40

E 201

~ 9
Salina Salina CTOF
PGE:z CRF + PGE:

C 140 - OMIE 3h
190 # #
312D - *
Z100 4
(o]

& 801

o —_

c 60+ =

5 404

o 20 4

0 . -

Salina Salina ICI
PGE, CRF + PGE,

D
140 O MI B 3h
n
3 120 #
=1 100+
& 80 -

L]
S 60 1 * %
T 40 5
£ 20
~ 0
Salina Salina Nor-BNI
PGE, CRF + PGE,

Figura 12- Efeito do CTOP, ICI 174,864 e Nor-BNI na antinocicepc¢éo local acarretada
pela crotalfina (CRF) no modelo de hipernocicepc¢éao induzida por PGE, —
administracdo concomitante ao CRF. O limiar nociceptivo, expresso em
gramas foi avaliado pelo teste de pressdo da pata de ratos e foi determinado
antes (MI) e 180 minutos ap6s a injecao intraplantar da PGE, (100 ng/pata).
Animais foram tratados com CRF (0,0006 pg/pata) ou salina (controle)
imediatamente antes da PGE, (A). CTOP, 20 ug/pata (B), ICI 10 ug/pata (C) ou
Nor-BNI 50ug/pata (D) foram injetados imediatamente ap6s a PGE,. Os
resultados representam a média = epm de 6 animais por grupo. * p< 0,05 por
comparacdo com a Ml ou # p< 0,05 por comparacdo com o grupo PGE, +

salina.
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Figura 13 - Efeito do CTOP, ICI 174, 864 e Nor- BNI na antinocicepc¢éo local acarretada
pela crotalfina (CRF) no modelo de hipernocicepc¢éo induzida por PGE; —
administracdo posterior ao CRF. O limiar nociceptivo, expresso em gramas
foi avaliado pelo teste de pressdo da pata de ratos e foi determinado antes (Ml)
e 180 minutos apds a injecdo intraplantar da PGE, (100 ng/pata). Animais
foram tratados com CRF (0,0006 ug/pata) ou salina imediatamente antes da
PGE,. CTOP, 20 ug/pata (B), ICI 10 ug/pata (C) ou Nor-BNI 50 pg/pata (C)
foram injetados 165 minutos apos CRF e PGE,. Os resultados representam a
média + epm de 6 animais por grupo. * p< 0,05 por comparacao com a Ml ou #
p< 0,05 por comparac¢ao com o grupo PGE, + salina.
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4.1.6 Efeito antinociceptivo local do DAMGO, DPDPE e U-50,488, agonistas de
receptor opidide do tipo u, 5 e k, respectivamente, na vigéncia de dor

neuropatica induzida pela constrigcdo crénica do nervo isquiatico (CClI)

4.1.6.1 Efeito do DAMGO

A ligadura do nervo isquiatico acarretou diminuigdo do limiar nociceptivo dos
animais, em relacdo a medida inicial, caracterizando o fenémeno de hipernocicepcao
(Fig. 14 A). Este fendmeno foi avaliado no 14° dia do pds-operatério. A constricdo do
nervo isquiatico provocou também diminuicdo na intensidade do estimulo tatil
necessario para induzir a resposta de retirada da pata, quando comparado com a
medida inicial (Fig. 14 B), caracterizando o fendmeno de alodinia. Animais falso-
operados (FO) foram constituidos por animais submetidos a cirurgia e que tiveram o
nervo isquiatico manipulado, mas nédo amarrado. Este grupo nao apresentou
alteracdes significativas no limiar nociceptivo ou no limiar de resposta ao estimulo
tatil (Fig. 14), quando comparado a medida inicial obtida antes da cirurgia.

A administracdo de DAMGO na dose de 5 pg/pata inibiu parcialmente a
hipernocicepcédo induzida pela CCI, 1 e 3 horas apds sua administracdo (76% e
93%, respectivamente) (Fig. 15 A). Este tratamento, nestes mesmos periodos, inibiu
parcialmente a alodinia (Fig. 15 B). A administragdo do DAMGO, na dose de 15
ug/pata, blogueou, 1, 3 e 5 h apds o tratamento, a hipernocicepcao e alodinia (Fig 15
A e B, respectivamente) causadas pela CCI. Por outro lado, a administracdo de
salina nao interferiu com os fenébmenos de hipernocicepcao e alodinia causados pela
CCl.

Animais falso operados, tratados com DAMGO, nédo apresentaram alteracéo
significativa no limiar nociceptivo em relacdo a medida inicial (Fig. 15 A e 15 B).

Baseados nos resultados observados para a dose de 15 ug/pata, realizamos
experimento controle em que a dose de DAMGO foi avaliada no modelo de
hipernocicepcdo induzida pela PGE,. Os resultados mostraram que o DAMGO,
nesta dose, bloqueia a hipernocicepcéo apenas na pata em que foi injetado (dados

nao mostrados), indicando que nesta dose, 0o DAMGO apresenta apenas efeito local.
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4.1.6.2 Efeito do DPDPE

Os resultados apresentados na figura 16A mostram que o DPDPE na pata,
20 pg/pata, inibiu parcialmente (30% e 36%, 1 e 3 h, respectivamente) a
hipernocicepcdo causada pela CCI (Fig. 16 A). Este agonista também inibiu
parcialmente (33 e 61%, 1 e 3 h, respectivamente) a alodinia induzida pela CCI (Fig.
16 B). A administracdo de DPDPE, na dose de 60 pg/pata, bloqueou, 1, 3 e 5 h apés
o tratamento, a hipernocicepc¢ao e alodinia (Fig 16 A e B, respectivamente) causadas
pela CCI. Por outro lado, animais submetidos a CCl e tratados com salina (controles)
apresentaram hipernocicepcao e alodinia (Fig. 16 A e 16 B). Animais falso operados
e tratados com DPDPE nao apresentaram alteracdo significativa no limiar
nociceptivo em relagdo a medida inicial (Fig. 16 A).

Baseado nos resultados observados para a dose de 60 ug/pata, realizamos
experimento controle adicional. Nesse experimento, utilizamos o modelo da
hipernocicepcéo induzida pela PGE;, utilizando esta dose de DPDPE. Os resultados
mostraram que o DPDPE, nesta dose, bloqueia a hipernocicepcdo apenas na pata
em que foi injetado (dados ndo mostrados), indicando que nesta dose, o DPDPE

apresenta apenas efeito local.

4.1.6.3 Efeito do U- 50,488

O agonista de receptor k opioide, na dose de 10 ug/pata, inibiu parcialmente a
hipernocicepcao (39 e 52%, 1 e 3 h respectivamente) (Fig. 17 A) e alodinia (59 e
61%, 1 e 3h, respectivamente) (Fig. 17 B) induzidas pela CCI. Por outro lado, a dose
de 30 png/pata néo interferiu com a hipernocicepcdo e alodinia dos animais
submetidos & CCIl. E importante salientar que para esta dose, foi detectado
(observacao visual) intenso edema na pata dos animais, 1 e 3 h apés a
administracdo do agonista, nesta dose (Figs. 17 A e B).

Animais submetidos a CCI e tratados com salina (controles) apresentaram
hipernocicepcédo e alodinia. Animais falso operados e tratados com U-50,488 nao
apresentaram alteracdes significativas no limiar nociceptivo em relacdo aos valores

obtidos antes da cirurgia (Fig. 17 A).
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Figura 14- Avaliacdo da hipernocicepc¢do e alodinia induzidas pela constrigcdo crénica
do nervo isquiatico (CCl) de ratos. Para a determinacdo da sensibilidade
nociceptiva foram avaliados os fenébmenos de hipernocicepgéo (A) e alodinia
(B). O limiar nociceptivo esta representado pela forga (em gramas) necessaria
para induzir a retirada da pata (A). O limiar de resposta ao estimulo tatil esta
representado como a intensidade de estimulo em Log (mg x 10) necesséria
para induzir a retirada da pata (B). A sensibilidade nociceptiva foi determinada
antes da cirurgia (MI) e no 14° dia do poés operatério (MF). Animais falso
operados foram utilizados como controles * p< 0,05 por comparacdo com a Ml
e # p< 0,05 por comparacdo com o grupo FO + salina.
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Figura 15 - Efeito antinociceptivo do DAMGO, nas dose de 5 e 15 pg/pata na vigéncia
de constricdo crbnica do nervo isquiadtico (CCl) de ratos. Para a
determinagéo da sensibilidade nociceptiva foram avaliados os fendmenos de
hipernocicepc¢éo (A) e alodinia (B). O limiar nociceptivo esta representado pela
forca (em gramas) necessaria para induzir a retirada da pata (A). O limiar de
resposta ao estimulo tatil esta representado como a intensidade de estimulo
em Log (mg x 10) necessaria para induzir a retirada da pata (B). A
sensibilidade nociceptiva foi determinada no 14° dia do pdés operatério
imediatamente antes (medida inicial, MI) e na 1 e 3% horas apdés a
administracdo de DAMGO ou salina (controles). Animais falso operados
receberam DAMGO e tiveram a sensibilidade nociceptiva avaliada nos mesmos
periodos dos animais operados. A linha tracejada representa a média do valor
da medida basal, obtida antes da ligadura do nervo isquiatico.* p< 0,05 por
comparacao com a Ml, # p< 0,05 por comparacao com o grupo CCI + salina, $
por comparagdo com a medida obtida antes do procedimento cirdrgico.
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Figura 16 - Efeito antinociceptivo local do DPDPE, nas doses de 20 e 60 ug/pata na
vigéncia de constricdo cronica do nervo isquiatico (CCl) de ratos. Para a
determinacdo da sensibilidade nociceptiva foram avaliados os fenbmenos de
hipernocicepc¢éo (A) e alodinia (B). O limiar nociceptivo esté representado pela
forca (em gramas) necessaria para induzir a retirada da pata (A). O limiar de
resposta ao estimulo tatil esta representado como a intensidade de estimulo
em Log (mg x 10) necesséaria para induzir a retirada da pata (B). A
sensibilidade nociceptiva foi determinada no 14° dia do pés operatério
imediatamente antes (medida inicial, M) e na 12 e 3% horas ap6s a
administragdo de DPDPE ou salina (controles). Animais falso operados
receberam DPDPE e tiveram a sensibilidade nociceptiva avaliada nos mesmos
periodos dos animais operados. A linha tracejada representa a média do valor
da medida basal, obtida antes da ligadura do nervo isquiatico.* p< 0,05 por
comparacao com a Ml (apés a cirurgia e antes dos tratamentos), # p< 0,05 por
comparacado com o grupo CCI + salina, $ por comparacédo com a medida obtida
antes do procedimento cirargico.
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Figura 17 - Efeito antinociceptivo local do U-50,488, na dose de 10 e 30 pg/pata na
vigéncia de constri¢cdo cronica do nervo isquiatico (CCl) de ratos. Para a
determinacdo da sensibilidade nociceptiva foram avaliados os fenébmenos de
hipernocicepcéo (A) e alodinia (B). O limiar nociceptivo esta representado pela
forca (em gramas) necesséria para induzir a retirada da pata (A) O limiar de
resposta ao estimulo tétil esta representado como a intensidade de estimulo
em Log (mg x 10) necesséaria para induzir a retirada da pata (B). A
sensibilidade nociceptiva foi determinada no 14° dia do po6s operatério
imediatamente antes (medida inicial, MlI) e na 12 e 3% horas ap6s a
administracdo de U 50,488 ou salina (controles). Animais falso operados
receberam U50,488 tiveram a sensibilidade nociceptiva avaliada nos mesmos
periodos dos animais operados. A linha tracejada representa a média do valor
da medida basal, obtida antes da ligadura do nervo isquiatico.* p< 0,05 por
comparagdo com a Ml, # p< 0,05 por comparagdo com o grupo CCl + salina e $
por comparacdo com a medida obtida antes do procedimento cirargico.
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4.1.7 Efeito antinociceptivo da crotalfina na vigéncia de constricdo cronica do
nervo isquiatico (CCI) de ratos

A administragcdo intraplantar de CRF, na dose de 0.0006 ng/pata, além de
reverter a hipernocicepcdo (Fig. 18 A) e alodinia (Fig. 18 B) induzidos pela CClI,
promoveu aumento do limiar nociceptivo, quando comparado aos valores obtidos
antes da cirurgia (medida inicial) (64% e 59%, 1 e 3 h apds a administracdo de CRF,
respectivamente) (Fig. 18 A). Animais controles submetidos a CCI e tratados com
salina apresentaram hipernocicepcao e alodinia (Fig. 18). Animais falso-operados,
quando injetados com o CRF apresentaram aumento do limiar nociceptivo (59% e
52%, respectivamente), comparando-se aos valores basais obtidos antes da cirurgia
(Fig. 18 A).

4.1.8 Efeito antinociceptivo da crotalfina em animais falso operados e néao

manipulados

Como descrito acima e, diferentemente do observado para 0s agonistas
seletivos de receptores opidides, a administracdo de CRF em animais falso
operados (animais submetidos a cirurgia e que tiveram 0 nervo isquiatico
manipulado e exposto, mas ndo amarrado), acarretou aumento do limiar nociceptivo,
em relacdo a medida inicial, em uma dose que nado havia afetado, anteriormente
(Fig. 8), o limiar nociceptivo de animais normais. Estes resultados sugerem que o
processo de manipulacdo do nervo pode favorecer o efeito antinociceptivo da
crotalfina. Assim, realizamos um experimento adicional, em que animais foram
submetidos a falsa-cirurgia, com incisdo na pele e no musculo, mas sem
manipulacdo do nervo isquiatico, e tratados com a crotalfina, no 14° dia do periodo
pés-operatorio. Nestas condi¢cdes, o CRF ndo alterou significativamente o limiar

nociceptivo de animais, quando comparados aos valores basais (Fig. 19).
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Figura 18 - Efeito antinociceptivo local do crotalfina (CRF) na vigéncia de constricdo
crébnica do nervo isquiatico (CCl) de ratos. Para a determinacdo da
sensibilidade nociceptiva foram avaliados os fendmenos de hipernocicepcao
(A) e alodinia (B). O limiar nociceptivo esta representado pela forca (em
gramas) necessaria para induzir a retirada da pata (A). O limiar de resposta ao
estimulo tatil est4 representado como a intensidade de estimulo em Log (mg x
10) necessaria para induzir a retirada da pata (B). A sensibilidade nociceptiva
foi determinada no 14° dia do pés-operatério imediatamente antes (medida
inicial, M) e na 12 e 3% horas ap6s a administracdo de CRF (0,006 pg/pata) ou
salina (controles). Animais falso- operados receberam CRF e tiveram a
sensibilidade nociceptiva avaliada nos mesmos periodos dos animais
operados. A linha tracejada representa a média do valor da medida basal,
obtida antes da ligadura do nervo isquiatico. *p< 0,05 por comparagdo com a
MI, # p< 0,05 por comparacdo com o grupo CCI + salina e salina e $ por
comparacdo com a medida obtida antes do procedimento cirargico.
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Figura 19- Efeito da crotalfina (CRF) sobre o limiar nociceptivo dos animais falso
operados (FO) e falso-operados que ndo tiveram o nervo isquiatico
manipulado (FONM). Para a determinagcdo da sensibilidade nociceptiva foi
avaliado o fenbmeno de hipernocicep¢do. O limiar nociceptivo esta
representado pela forca (em gramas) necesséria para induzir a retirada da
pata. A sensibilidade nociceptiva foi determinada no 14° dia do p6s operatério
imediatamente antes (medida inicial, MI) e na 1 e 3% horas apdés a
administracdo de CRF (0,006 pg/pata) ou salina (controles). Animais operados
e que nao tiveram o nervo isquiatico manipulado receberam CRF e tiveram a
sensibilidade nociceptiva avaliada nos mesmos periodos dos animais
operados. A linha tracejada representa a média do valor da medida basal,
obtida antes da ligadura do nervo isquiatico. *p< 0,05 por comparacdo com a
MI, # p< 0,05 por comparacdo com o grupo CCI + salina e salina e $ por
comparagdo com a medida obtida antes do procedimento cirargico.
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4.1.9 Avaliacdo da participacdo de receptores opidides no efeito
antinociceptivo local da crotalfina no modelo de constricdo cronica do

nervo isquiatico (CCl)

Neste experimento, 0os animais foram tratados com os antagonistas seletivos
dos receptores opiodides do tipo , 6 e k.

Como mostrado na Figura 20, animais submetidos a CCIl e tratados com
salina (controles) apresentaram hipernocicepc¢ao (Fig. 20 A) e alodinia (Fig. 20 B). O
CRF (0.0006 pg/pata) bloqueou estes fendémenos (Fig. 20 A e B).

O CTOP, antagonista seletivo de receptor opiodide do tipo p, ndo interferiu com
o efeito antinociceptivo induzido pelo CRF (Fig. 20). Por outro lado, o ICI 174, 864,
antagonista seletivo de receptores 6 opidides, reverteu o efeito antinociceptivo local
do CRF (Fig. 20). Ainda, o Nor-BNI, antagonista de receptor opidide do tipo «, inibiu

parcialmente este efeito (Fig. 20).

4.1.10 Avaliacdo da eficacia da administracdo conjunta de agonistas seletivos
de receptores & (DPDPE) e x (U 50, 488) sobre a hipernocicepgao e

alodinia induzidas pela constricao cronica do nervo isquiatico (CCl)

Baseado nos resultados apresentados anteriormente (Fig. 16 e 17),
mostrando que as menores doses testadas dos agonistas k e 6 ndo revertem, ou
revertem parcialmente a hipernocicepcao induzida pela CClI e uma vez que foi
detectado o envolvimento de receptores opidides do tipo « e & no efeito
antinociceptivo da crotalfina no modelo da CCI, investigamos se a administracédo
conjunta de agonistas seletivos destes receptores seria capaz de causar efeito
antinociceptivo maior do que aquele observado para cada um dos agonistas
administrados separadamente. Para tanto, os agonistas de receptores 6 (DPDPE- 20
ug/pata) e x (U 50, 488- 10 ug/pata) foram administrados conjuntamente e o efeito
anti-hipernociceptivo e anti-alodinico avaliado 1, 3 e 5 h apo6s. Os resultados
mostraram que, comparativamente aos dados das Figs. 16 e 17, a associa¢cédo dos
agonistas DPDPE e U-50,488 blogueou a hipernocicepcéo e alodinia dos animais, 3

horas apds sua administracao (Fig. 21).
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Figura 20 — Participacdo de receptores opidides no efeito antinociceptivo local do

crotalfina (CRF) na vigéncia de constricdo croénica do nervo isquiatico
(CCl) de ratos. Para a determinacdo da sensibilidade nociceptiva foram
avaliados os fenbmenos de hipernocicepcdo (A) e alodinia (B). O limiar
nociceptivo esta representado pela forca (em gramas) necessaria para induzir
a retirada da pata (A). O limiar de resposta ao estimulo tatil esta representado
como a intensidade de estimulo em Log (mg x 10) necessaria para induzir a
retirada da pata (B). A sensibilidade nociceptiva foi determinada no 14° dia do
pos operatério imediatamente antes (tempo 0) e na 12 e 3% horas apés a
administracdo de CRF (0,0006 pg/pata) ou salina (controles). Os antagonistas
CTOP (20 pg/pata), I1CI174, 864 (10 ug/pata) ou Nor-BNI (50 pg/pata), ou
salina (controle) foram administrados imediatamente antes do CRF. Animais
falso operados receberam CRF e tiveram a sensibilidade nociceptiva avaliada
nos mesmos periodos dos animais operados. A linha tracejada representa a
média do valor da medida basal, obtida antes da ligadura do nervo isquiatico.*
p< 0,05 por comparacdo com o tempo 0, # p< 0,05 por comparacdo com o
grupo salina + CRF e $ por comparagdo com a medida obtida antes do
procedimento cirdrgico.
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Figura 21 - Efeito antinociceptivo local da associagcdo de DPDPE (20 pg/pata) e U-
50,488 (10 pg/pata) na vigéncia de constricdo crénica do nervo isquiético
(CCI). Para a determinacdo da sensibilidade nociceptiva foram avaliados os
fenbmenos de hipernocicepcéo (A) e alodinia (B). O limiar nociceptivo esta
representado pela for¢ca (em gramas) necessaria para induzir a retirada da pata
(A). O limiar de resposta ao estimulo tatil esta representado como a intensidade
de estimulo em Log (mg x 10) necesséria para induzir a retirada da pata (B). A
sensibilidade nociceptiva foi determinada no 14° dia do pés operatério
imediatamente antes (medida inicial, MI) e na 13 3* e 5* horas apds a
administracdo de U 50, 488 (10 pg/pata) + DPDPE (20 pg/pata) ou salina
(controles). A linha tracejada representa a média do valor da medida basal,
obtida antes da ligadura do nervo isquiatico.* p< 0,05 por comparacdo com a
Ml e # p< 0,05 por comparagéo com o grupo CCI + salina.
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4.2 Efeito da sensibilizacdo por prostaglandina E, ou constricdo crbnica do
nervo sobre a expressao e ativagcdo de receptores opidides no ganglio da

raiz dorsal e do nervo da pata

Em conjunto, os resultados apresentados indicam que o efeito antinociceptivo
de agonistas opidides ou do CRF € potencializado na vigéncia de sensibilizacdo.
Assim, o proximo passo foi investigar as possiveis alteragbes na expressao e
ativacdo de receptores opidides que pudessem contribuir para os efeitos
observados. A expressdo e ativacdo dos receptores opidides foram avaliadas no
DRG e nervo da pata obtidos de animais pré-tratados com PGE; ou submetidos a
CCl.

4.2.1 Efeito da PGE; e da CCIl na expressédo génica de receptores opidides no
ganglio daraiz dorsal (DRG)

Os resultados apresentados na Figura 22 mostram que, 3 horas apés a
administracdo de PGE,, ocorreu aumento da expressdo génica para o receptor
opidide p, nos ganglios ipisilateral (2,7 vezes) e contralateral (2 vezes), quando
comparado aos animais controle (naive), representados pela linha tracejada (Figs.
22 A). Da mesma forma, 14 dias apos a CCI foi observado aumento da expresséo
de RNA mensageiro para o receptor u, nos ganglios ipsilateral (2,6 vezes) e
contralateral (0,5 vezes) (Fig. 22 B).

Em relacdo ao receptor x, foi detectado aumento de sua expressao génica,
apos a administracdo de PGE, (2.9 vezes, ganglio ispilateral e 2 vezes, ganglio
contralateral) (Fig. 23 A). Em animais submetidos a CCI, nédo foi observado alteracéo
significativa deste receptor no DRG (Fig. 23 B).

A avaliacdo da expressdo do RNA mensageiro para 0 receptor 3, mostrou
aumento da expressdo deste receptor no DRG, tanto em animais tratados com
PGE, (3,1 vezes, ganglio ipsilateral) (Fig. 24 A), quanto em animais submetidos a

CCI (7,5 vezes, ganglio ipsilateral, 5 vezes, ganglio contralateral) (Fig. 24 B).
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Figura 22 - Efeito da administracao intraplantar de Prostaglandina E, (PGE,) (A) e da
constri¢cdo cronica do nervo isquiéatico (CCI) (B) sobre a expressao génica
de receptores opiodides do tipo u no ganglio daraiz dorsal (DRG) de ratos.
A expressdo génica dos receptores foi avaliada por PCR em tempo real no
DRG (L4-6) obtido (A) 3 horas ap6s a administragdo de PGE, ou (B) 14 dias
apos a CCI. Os valores estao apresentados como porcentagem em relagcao aos
animais naive (linha tracejada). *p< 0,05 por comparagdo com os valores
obtidos em animais naive. ipsi: ipsilateral a sensibilizacao, contra: contralateral
a sensibilizacao.
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Figura 23- Efeito da administracdo intraplantar de Prostaglandina E, (PGE,) (A) e da
constri¢cdo crénica do nervo isquiatico (CCI) (B) sobre a expressédo génica
de receptores opiodides do tipo ¥ no ganglio da raiz dorsal (DRG) de ratos.
A expressdo génica dos receptores foi avaliada por PCR em tempo real no DRG
(L4-6) obtido (A) 3 horas apo6s a administracdo de PGE, ou (B) 14 dias apos a
CCI. Os valores estdo apresentados como porcentagem em relacdo aos animais
naive (linha tracejada). *p< 0,05 por comparacdo com o0s valores obtidos em
animais naive. ipsi: ipsilateral a sensibilizacdo, contra: contralateral a
sensibilizac&o.
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Figura 24 - Efeito da administracao intraplantar de Prostaglandina E, (PGE,) (A) e da
constricdo crbnica do nervo isquiatico (CCI) (B) sobre a expresséo génica
de receptores opidides do tipo & no ganglio daraiz dorsal (DRG) de ratos.
A expressdo génica dos receptores foi avaliada por PCR em tempo real no
DRG (L4-6) obtido (A) 3 horas ap6s a administracdo de PGE, ou (B) 14 dias
apos a CCI. Os valores estao apresentados como porcentagem em relagcao aos
animais naive (linha tracejada). *p< 0,05 por comparacdo com o0s valores

obtidos em animais naive. ipsi: ipsilateral & sensibilizacao, contra: contralateral
a sensibilizacéo.
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4.2.2 Efeito da prostaglandina E, (PGE;) e da constricdo cronica do nervo
isquiatico (CCI) na expressédo protéica de receptores opidides no nervo

da pata e no ganglio daraiz dorsal (DRG)

Uma vez detectada alteracdo na expressao génica para receptores opidides,
na vigéncia de sensibilizacdo, avaliamos a possivel alteracdo na expressao protéica

destes rece ptores.

4.2.2.1 Receptor opibide do tipo n

Os resultados apresentados na Fig 25 A, indicam que a administracao
intraplantar de PGE, promove aumento da expressao de receptores opibides do tipo
u (43%), no nervo plantar ipsilateral a sua administracdo, quando comparado com
animais naive. Ndo foram observadas alteracbes no nervo da pata contralateral a
injecdo. Adicionalmente, animais submetidos a CCIl apresentaram aumento na
expressdo de receptores opioides do tipo p neste tecido (27 %), quando comparado
com a expressao destes receptores em animais naive (Fig. 25 B).

Em relacdo ao DRG, a administracao intraplantar de PGE, acarretou aumento
na expressao do receptor u, na regiao ipsilateral (79 %) (Fig. 25 C). Ainda, foi
também detectado aumento na expressao deste receptor, 14 dias apds a CCl, tanto
no DRG ipsilateral quanto contralateral (49% e 21 %, respectivamente) (Fig. 25 D).

N&o foi detectada alteragdo na expressao deste receptor nos tecidos obtidos
de animais falso operados, quando comparado aos animais naive (dados néo

mostrados).

4.2.2.2 Receptor opidide do tipo k

Os resultados apresentados na Fig 26 A, mostram que a administracao
intraplantar de PGE, promoveu aumento na expressao de receptores opidides do
tipo k no nervo plantar (75 %, Fig 26 A) e no DRG (168 %, Fig 26 C), quando
comparado aos animais naive. Nao foi observada alteracdo na expressdo protéica

destes receptores na pata contralateral a injecéo.
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Por outro lado, animais submetidos a CCI apresentam diminuicdo na
expressao destes receptores no nervo da pata (51%). Diferentemente, ndo houve
alteracdo na expressédo destes receptores no DRG, quando comparado aos animais
naive (Figs. 26 B e 26 D).

N&o foi observada alteracdo na expressao protéica destes receptores na pata
contralateral a cirurgia. Ainda, ndo foi detectada alteracdo na expressédo deste
receptor nos tecidos obtidos de animais falso operados, quando comparado aos

animais naive (dados n&do mostrados).

4.2.2.3 Receptor opidide do tipo &

A injecéo intraplantar de PGE, acarretou diminuicdo (30%) na expresséo de
receptores opidides do tipo &, no nervo da pata (Fig. 27 A), porém nao alterou a
expressdo deste receptor no DRG (Fig. 27 C), quando comparado aos animais
naive. Por outro lado, a CCI induziu aumento na expressao destes receptores no
DRG (35%) (Fig. 27 D), sem alterar a expressao dos receptores no nervo da pata
(Fig. 27 B)

N&o foi detectada alteracdo na expressao deste receptor nos tecidos obtidos
de animais falso operados, quando comparado aos animais naive (dados néo

mostrados).

Os resultados da expresséo de receptores opidides na vigéncia de sensibilizacéo

aguda ou crbnica estdo resumidos na tabela 1.
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Figura 25 - Efeito da administracdo intraplantar de Prostaglandina E, (PGE,) e da
constricdo crbnica do nervo isquiatico (CCI) na expressdo protéica de
receptores opidides no tipo u no nervo da pata e no ganglio da raiz dorsal
(DRG) de ratos. A expressédo dos receptores foi avaliada por western blotting
do lisado total do nervo da pata (A e B) e DRG (L4-6) (C e D), obtidos 3 horas
apos a administragcdo de PGE, ou 14 dias apdés a CCl. Os valores estdo
normalizados pela expressdo de GAPDH e apresentados como porcentagem
em relacdo aos animais naive. *p< 0,05 por comparagdo com os valores
obtidos em animais naive. Foram utilizados 6 animais por grupo experimental.
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Figura 26 - Efeito da administracdo intraplantar de Prostaglandina E, (PGE,) e da
constricdo crbénica do nervo isquiatico (CCl) na expressdo protéica de
receptores opidides no tipo k¥ no nervo da pata e ganglio da raiz dorsal
(DRG) de ratos. A expressao dos receptores foi avaliada por western blotting
do lisado total do nervo da pata (A e B) e DRG (L4-6) (C e D), obtidos 3 horas
apés a administracdo de PGE, ou 14 dias ap6s a CCIl. Os valores estao
normalizados pela expressdo de GAPDH e apresentados como porcentagem
em relacdo aos animais naive. *p< 0,05 por comparacdo com os valores
obtidos em animais naive. Foram utilizados 6 animais por grupo experimental.
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Figura 27 - Efeito da administracdo intraplantar de Prostaglandina E, (PGE,) e da
constricdo crbnica do nervo isquiatico (CCI) na expressado protéica de
receptores opiodides no tipo 8 no nervo da pata e ganglio da raiz dorsal
(DRG) de ratos. A expresséao dos receptores foi avaliada por western blotting
do lisado total do nervo da pata (A e B) e DRG (L4-6) (C e D), obtidos 3 horas
apés a administracdo de PGE, ou 14 dias apés a CCl. Os valores estéo
normalizados pela expressdo de GAPDH e apresentados como porcentagem
em relacdo aos animais naive. *p< 0,05 por comparacdo com os valores
obtidos em animais naive. Foram utilizados 6 animais por grupo experimental.
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Tabela 1 - Resumo dos dados obtidos na avaliacdo da expressdo de receptores opidides
no nervo da pata e DRG de animais submetidos a sensibilizacdo induzida pela
prostaglandina E, (PGE,) ou pela constricdo crénica do nervo isquiatico (CCI)
(A) comparacdo entre PGE, e CCI; (B) comparacdo entre o Nervo Pata (N.
Pata) e ganglio da raiz dorsal (DRG).

A
Tipo de injuria  Receptor opidde p Receptor opidde k Receptor opidde &
N. Pata DRG N. Pata DRG N. Pata DRG
PGE, +43% +79% +75% 168% -30%
CClI +27% +49% -51% +35%
B
Tipo de injuria Receptor opiode p Receptor opidode k Receptor opiode
PGE, CCl  PGE; CCl PGE, CCl
N. Pata +43% +27% +75% -51% -30%
DRG +79% +49% +168% +35%

Os simbolos significam: + aumento da expressdo, — diminuigdo e --- nenhuma alteracdo
significativa.
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4.2.3 Efeito da prostaglandina E, (PGE;) e da constricdo cronica do nervo
isquiatico (CCIl) sobre a ativacdo (alteracBes conformacionais) de

receptores opidides no nervo da pata e no ganglio daraiz dorsal (DRG)

4.2.3.1 Receptor opidide do tipo p

Os resultados obtidos até o momento mostram que a expressdo dos
receptores opioides pode ser diferentemente regulada, dependendo do tipo de injaria
e do receptor avaliado. Assim, em continuidade a esses ensaios, foi avaliado o efeito
da sensibilizacdo por PGE, e CCI sobre a ativagdo destes receptores. Para tanto,
foram utilizados anticorpos anti-receptores opidides, que reconhecem o receptor
apenas na sua forma ativada, isto é, 0 receptor que apresenta alteracéo
conformacional compativel com estado de ativacdo (Fig. 28, dados representados
pela segunda barra). Como controle destes experimentos, foram utilizados os
mesmos anticorpos escolhidos para os ensaios de western blotting, ou seja,
anticorpos que reconhecem estes receptores independentemente de seu estado de
ativacéo (Fig. 28, valores representados pela primeira barra).

Conforme apresentado na Fig. 28 A (primeira barra) e de acordo com os
resultados obtidos anteriormente, nos ensaios de western blotting, a administracao
intraplantar de PGE, promoveu aumento da expressdo de receptores opioides do
tipo n (43 %), no nervo plantar ipsilateral & sua administracdo, quando comparado
com animais naive. Nao foram observadas alteragcdes no nervo da pata contralateral
a injecdo (dados ndo mostrados). Adicionalmente, animais submetidos a CCI
apresentaram aumento na expressao de receptores opioides do tipo p neste tecido
(27 %), quando comparado com aos animais naive (Fig. 28 B).

Em relacéo a expressao do receptor opidide do tipo u, no DRG, observamos
que 3 h ap6s a injecdo de PGE, ou 14 dias apés a CCI, ocorreu aumento na
expressao deste receptor tanto na regido ipsilateral (PGE, = 43 %, CCIl = 46 %),
quanto contralateral (PGE,=22%, CCl= 23 %) (Figs. 28C e D).

Por outro lado, quando utilizamos anticorpos que reconhecem o receptor p,
apenas na forma ativada, ndo foi detectada diferenca significativa na expressao

destes receptores tanto no nervo da pata quanto no DRG, quando comparado ao
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material coletado dos animais controles, nas diferentes condi¢gdes experimentais
(Fig. 28).

4.2.3.2 Receptor opidide do tipo

Os resultados apresentados na Fig 29 A e C, utilizando anticorpos que
reconhecem o0 receptor independentemente da sua forma ativada, indicam,
novamente, que a administracdo intraplantar de PGE, promove aumento na
expressao de receptores opidides do tipo k, no nervo plantar (72 %, Fig 29 A,
primeira barra) e no DRG (97 %, Fig 29 C, primeira barra), quando comparado aos
animais naive. Nao foi observada alteracdo na expressao protéica destes receptores
na pata contralateral a injecéo ou a cirurgia (dados ndo mostrados).

Por outro lado, quando foram utilizados anticorpos para a forma ativada deste
receptor, ndo foi detectada, 3 h apds a PGE,, diferenca na expressao de receptores
ativados, tanto no nervo da pata quanto no DRG, quando comparados aos animais
naive (Fig. 29 A e 29 C).

Animais submetidos a CCIl apresentaram diminuicdo na expressdo de
receptores opidide do tipo « (totais ou ativados), no nervo da pata (24%). Nao foi
detectada diferenca significante no ganglio da raiz dorsal, quando comparados aos

animais naive (Figs 29 B e 29 D).

4.2.3.3 Receptor opidide do tipo &

Animais injetados com PGE, apresentaram reducdo de 30% na expressédo de
receptores no nervo opidides do tipo & no da pata, quando comparados aos animais
naive (Fig. 30 A). Por outro lado, animais submetidos a CCI apresentaram aumento
de 34% na expressdo deste receptor no nervo da pata (Fig. 30 B), quando
comparado aos animais naive. Ainda, ocorreu aumento na expressdo destes
receptores no DRG de animais submetidos a CCI (30%) (Fig. 30 D) quando
comparado aos animais naive.

Quando utilizamos anticorpos que reconhecem o receptor & em sua forma
ativada, foi observada diminuicdo significativa nos niveis destes receptores apenas

no nervo da pata de animais tratados com PGE;, diminuicdo similar aquela
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detectada quando da utilizacdo dos anticorpos que reconhecem o0s receptores
independentemente da sua forma ativada (receptores totais) (Fig. 30 A).
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Figura 28 - Efeito da administracdo intraplantar de Prostaglandina E, (PGE,) e da
constri¢cdo crdnica do nervo isquiatico (CCIl) na ativacdo de receptores
opioides do tipo u no nervo da pata e no ganglio da raiz dorsal (DRG) de
ratos. A ativacdo dos receptores foi avaliada por ELISA em cortes de tecido
do nervo da pata (A e B) e DRG (L4-6) (C e D), obtidos 3 horas apos a
administracdo intraplantar de PGE, (100ng/para) (A e C) ou 14 dias apoés a
CCI (B e D). Para a deteccdo dos receptores opidides foram utilizados
anticorpos que reconhecem o0s receptores totais ou anticorpos que
reconhecem apenas o0s receptores em sua forma ativa (alteracdo
conformacional). Os valores estdo apresentados como porcentagem em
relacdo aos animais naive (linha tracejada). *p< 0,05 por comparagdo com 0s
valores obtidos em animais naive. Foram utilizados 6 animais por grupo
experimental.
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Figura 29- Efeito da administracdo intraplantar de Prostaglandina E, (PGE,) e da
constricdo crbnica do nervo isquiatico (CCl) na ativacdo de receptores
opidides do tipo ¥ no nervo da pata e no ganglio da raiz dorsal (DRG) de
ratos. A ativacao dos receptores foi avaliada por ELISA em cortes de tecido do
nervo da pata (A e B) e DRG (L4-6) (C e D), obtidos 3 horas apés a
administracdo intraplantar de PGE, (100 ng/ pata) (A e C) ou 14 dias apés a
CCl (B e D). Para a deteccdo dos receptores opidide foram utilizados
anticorpos gue reconhecem o0s receptores totais ou anticorpos que reconhecem
apenas o0s receptores em sua forma ativa (alteracdo conformacional). Os
valores estdo apresentados como porcentagem em relagdo aos animais naive
(linha tracejada). *p< 0,05 por comparacédo com os valores obtidos em animais
naive. Foram utilizados 6 animais por grupo experimental.
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Figura 30 - Efeito da administragdo intraplantar de Prostaglandina E, (PGE;) e da
constricdo crénica do nervo isquiatico (CCI) na ativacdo de receptores
opiodides do tipo 8 no nervo da pata e no ganglio da raiz dorsal (DRG) de
ratos. A ativacdo dos receptores foi avaliada por ELISA em cortes de tecido do
nervo da pata (A e B) e DRG (L4-6) (C e D), obtidos 3 horas apos a
administracdo intraplantar de PGE, (100 ng/ pata) (A e C) ou 14 dias apés a
CCl (B e D). Para a deteccdo dos receptores opidides foram utilizados
anticorpos que reconhecem o0s receptores totais ou anticorpos que reconhecem
apenas o0s receptores em sua forma ativa (alteracdo conformacional). Os
valores estdo apresentados como porcentagem em relacdo aos animais naive
(linha tracejada). *p< 0,05 por comparacédo com os valores obtidos em animais
naive. Foram utilizados 6 animais por grupo experimental.
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4.2.4 Efeito dos agonistas seletivos de receptores opidides u, k ¢ 6 e da
crotalfina sobre a ativacdo de receptores opidides no nervo da pata
obtido de animais injetados com prostaglandina E, (PGE,) ou

submetidos a constricdo crénica do nervo isquiético (CCI)

Baseado nos dados mostrando que na vigéncia de injaria induzida por PGE,
ou CCI, ocorre aumento na expressao, mas nao na ativacao de receptores opioides,
investigamos agora, se 0 agonista destes receptores, na presenca de sensibilizacao,
seria capaz de promover maior ativacao destes receptores.

4.2.4.1 Efeito dos agonistas seletivos e da crotalfina, na vigéncia de sensibilizacéo
por PGE,

A administracdo intraplantar de DAMGO (5 png/pata), em animais nao
sensibilizados, promoveu ativacdo de receptores opioides do tipo u (23%), 1 hora
apos a sua administracdo, quando comparado aos valores obtidos nos animais naive
(n&o sensibilizados). Contudo, quando o agonista foi administrado duas horas apés
a injecao de PGE,, foi detectada ativagdo ainda maior destes receptores (43%) (Fig.
31 A), quando comparado aos dados obtidos em animais nao sensibilizados.

A administracao intraplantar do agonista « (U 50,488- 10 ug/pata), em animais
ndo sensibilizados, promoveu ativacdo de receptores opidides do tipo
K (22%), detectada 1 hora apos o tratamento, quando comparado aos valores
obtidos nos animais naive. Adicionalmente, quando o agonista foi administrado duas
horas apoOs a injecdo de PGE,, ocorreu ativacdo ainda maior destes receptores
(36%) (Fig. 31 B). Em relagao ao agonista de receptor & (Fig. 31 C), foi observado, 1
hora apds a sua administragcéo, ativacdo dos receptores opidides do tipo & (21%).
Diferentemente do observado com os demais agonistas, ndo foi detectada ativacéao
do receptor & pelo seu agonista, em animais pré-sensibilizados pela PGE,.

A injecdo intraplantar do CRF (0,0006 ug/pata), per se, ndo promoveu
ativacdo significativa de receptores opioides do tipo u, & e k, em animais naive.
Entretanto, na presenca de PGE,, ocorreu ativacdo de 34% para o receptor do tipo «
(Fig. 32 B), ndo sendo detectada porém, ativacdo dos receptores dos tipos pu ou &
(Fig. 32 A e 32 C), pelo peptideo.
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Figura 31- Efeito da administragao intraplantar de DAMGO (5 pg/pata) (A), U 50,488 (10

ug/pata) (B) e DPDPE (20 pg/pata) (C) na ativagao de receptores opioides do
tipo p (A), x (B) e 8 (C) no nervo da pata de ratos, na presenga ou auséncia
de prostaglandina E, (PGE,). A ativacdo dos receptores foi avaliada por
ELISA, em cortes de tecido do nervo da pata, obtidos 1 hora apés o tratamento
com os agonistas. Nos ensaios de sensibilizagdo, a PGE, (100 ng/pata) foi
administrada 2 antes dos agonistas. Foram utilizados anticorpos anti- receptor
opiéide que reconhecem apenas o0s receptores em sua forma ativa. Os valores
estdo apresentados como porcentagem em relacdo aos animais naive (linha
tracejada). *p< 0,05 por comparacdo com os valores obtidos em animais naive e
#p< 0,05 por comparagdo com os valores obtidos em animais tratados somente
com o agonista.
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Figura 32- Efeito da administrac&o intraplantar de Crotalfina (CRF) (0.0006 ug/pata) na
ativacdo de receptores opidides do tipo p (A), ¥ (B) e & (C) no nervo da pata
de ratos, na presenca ou auséncia da constricdo crénica do nervo
isquiatico de ratos (CCI). A ativacdo dos receptores foi avaliada por ELISA, em
cortes de tecido do nervo da pata, obtidos 1 hora ap6s o tratamento com a
crotalfina. Nos ensaios de sensibilizacdo, a PGE, (100 ng/pata) foi administrada
2 antes da crotalfina. Foram utilizados anticorpos anti- receptor opidide que
reconhecem apenas o0s receptores em sua forma ativa. Os valores estdo
apresentados como porcentagem em relacdo aos animais haive (linha
tracejada). *p< 0,05 por comparagédo com os valores obtidos em animais naive.
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4.2.4.2 Efeito dos agonistas seletivos e crotalfina na vigéncia de sensibilizagdo por
constricao cronica do nervo isquiativo (CCI)

A Figura 33 mostra que a sensibilizacéo induzida pela CCI né&o interferiu com
a ativacao de receptores opiodides induzida pelo agonista p (DAMGO, 5 ug/pata) (Fig.
33 A), « (U 50, 488) (Fig. 33 B) ou 6 (DAMGO, 20 pg/pata) (Fig. 33 C). Por outro
lado, a sensibilizagao cronica (CCIl) aumentou a ativacéo de receptores k (173%) e o
(46%), pela crotalfina. Nestas mesmas condicbes, a crotalfina ndo promoveu
alteracdes conformacionais em receptores p, confirmando que o peptideo, mesmo

na vigéncia de sensibilizagédo, ndo é capaz de ativar este tipo de receptor (Fig. 34).
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Figura 33- Efeito da administragao intraplantar de DAMGO (5 pg/pata) (A), U 50,488 (10
ug/pata) (B) e DPDPE (20 ug/pata) (C) na ativagdo de receptores opioides
do tipo p (A), x (B) e 8(C) no nervo da pata de ratos, na presengca ou
auséncia da constricdo crbénica do nervo isquiatico de ratos (CCI). A
ativacao dos receptores foi avaliada por ELISA, em cortes de tecido do nervo da
pata, obtidos 1 hora ap0s o tratamento com 0s agonistas. Nos ensaios de
sensibilizacdo, a CCI foi realizada 14 dias antes dos tratamentos com o0s
agonistas. Foram utilizados anticorpos anti- receptor opidide que reconhecem
apenas os receptores em sua forma ativa. Os valores estdo apresentados como
porcentagem em relacdo aos animais naive (linha tracejada). *p< 0,05 por
comparagado com os valores obtidos em animais naive.
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Figura 34- Efeito da administracdo intraplantar de Crotalfina (CRF) (0.0006 pg/pata) na
ativacdo de receptores opioides do tipo p (A), ¥ (B) e & (C) no nervo da pata
de ratos, na presenca ou auséncia da constricdo crénica do nervo
isquiatico de ratos (CCI). A ativacao dos receptores foi avaliada por ELISA, em
cortes de tecido do nervo da pata, obtidos 1 hora ap6s o tratamento com a
crotalfina. Nos ensaios de sensibilizacdo, a CCI foi realizada 14 dias antes dos
tratamentos com a crotalfina. Foram utilizados anticorpos anti- receptor opidide
gque reconhecem apenas o0s receptores em sua forma ativa. Os valores estéo
apresentados como porcentagem em relacdo aos animais haive (linha
tracejada). *p< 0,05 por comparagdo com os valores obtidos em animais naive.
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4.3 Ensaios in vitro utilizando cultura de células obtidas do ganglio da raiz
dorsal (DRG) da medula espinha de ratos naive

Uma vez observado que a injuaria periférica induzida pela PGE, em ratos,
favorece a ativacdo de receptores opidides do tipo p e k por seus agonistas,
investigamos se este eicosandide seria capaz de induzir esta alteracdo por uma
acao direta sobre a célula neuronal. Para tanto, a PGE; foi incubada com células do
DRG obtidas de animais naive, e a ativagdo de receptores opibides, pelos agonistas
e crotalfina, foi avaliada utilizando os mesmos anticorpos descritos anteriormente.
Adicionalmente, utilizando cultura de células do DRG, avaliamos algumas das

possiveis vias de sinalizagdo intracelular ativadas pela crotalfina.

4.3.1 Efeito da prostaglandina E, (PGE,) sobre a ativacdo de receptores
opidides pelos seus agonistas

Inicialmente foi investigado se a PGE,, quando incubada com as células do
DRG em cultura, seria capaz de alterar a viabilidade destas células. A PGE;, nas
concentracbes de 1, 10 e 100 uM néo alterou a viabilidade celular, avaliada pelo
meétodo de exclusdo pelo azul de tripan (dados ndo mostrados). As concentracdes
de PGE, presentemente utilizadas, estdo baseadas em dados de literatura
mostrando que a PGE, acarreta alteracdo na expressao de receptores para
taquicininas (SEGOND VON BANCHET et al., 2003).

A Figura 35 A mostra que a incubacéao das células do DRG com 1 uM de
DAMGO, agonista de receptor opidide u, por 15 minutos, aumenta a quantidade de
receptores p em seu estado ativo (31 %), quando comparado aos valores obtidos em
células incubadas apenas com o meio. Ainda, quando as células foram previamente
incubadas com 1 uM de PGE,, por 15 minutos, a quantidade de receptores p
ativados aumentou em 78 %, na presenca do agonista, quando comparado aos
valores obtidos com as células ndo sensibilizadas. A concentracdo de agonista
utilizada foi baseada em dados de literatura mostrando que esta concentracdo é
eficaz em ativar receptores opidides u em cultura de células neuronais (GUPTA et
al., 2007).
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A incubacdo dos DRGs com 1 uM de U50,488, agonista de receptor opiodide «
(Fig. 35 B) ou 1uM de DPDPE, agonista de receptor opidide & (Fig. 35 C) promoveu
aumento nos niveis de receptores «k (73%) e & (178%) ativados, respectivamente,
quando comparado com células incubadas apenas com o meio de cultura. A
sensibilizacdo prévia com PGE;, aumentou a quantidade de receptores « (154%), e
diminuiu de 178% para 133 % o0s niveis de receptores & ativados pelo respectivo
agonista, quando comparado aos valores obtidos em células ndo sensibilizadas e
tratadas com o agonista.

A incubacéo dos DRGs com 1 uM de crotalfina ndo interferiu com os niveis de
receptores opidides do tipo « ativados (Fig. 36). Contudo, na vigéncia de
sensibilizacdo por PGE,, os niveis de receptores k ativos aumentaram 58%, na
presenca de CRF, quando comparado aos valores obtidos em células controle

incubadas apenas com o meio de cultura (Fig. 36).
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Figura 35- Efeito da prostaglandina E, sobre a ativagdo de receptores opidides pelo

DAMGO (A), U 50,488 (B) e DPDPE (C). Células de DRG obtidas de ratos
normais foram incubadas por 15 minutos, em atmosfera de 5% CO, (37°C)
com PGE, ou veiculo. Posteriormente, foram incubadas com o0 agonista
(DAMGO, DPDPE ou U 50, 488), na concentracdo de 1 yM, por 15 minutos.
Para a deteccdo dos receptores opidides, foram utilizados anticorpos que
reconhecem 0s receptores apenas em sua forma ativa (alteracdo
conformacional). Os valores estdo apresentados como porcentagem em
relacdo as células ndo tratadas e incubadas com os mesmos anticorpos (linha
tracejada). *p< 0,05 por comparacdo com os valores obtidos de células
incubadas com veiculo, # p< 0,05 por comparacdo com os valores obtidos em
células incubadas apenas com o agonista.
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Figura 36- Efeito da prostaglandina E, sobre a ativacdo de receptores opidides do
tipo n (A) k (B), d (C) pela crotalfina (CRF). Células de DRG obtidas de ratos
naive, foram incubadas por 15 minutos em atmosfera de 5% CO, (37°C), com
PGE, ou veiculo. Posteriormente, foram incubadas com crotalfina (1 pM), por
15 minutos. Para a deteccdo dos receptores opiodides foi utilizado anticorpos
que reconhecem os receptores apenas em sua forma ativa (alteracéo
conformacional). Os valores estdo apresentados como porcentagem em
relacdo as células ndo tratadas e incubadas com os mesmos anticorpos (linha
tracejada). *p< 0,05 por comparacdo com os valores obtidos de células
incubadas com veiculo, # p< 0,05 por comparagdo com os valores obtidos em
células incubadas apenas com o agonista.
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4.3.2 Efeito da crotalfina (A) e U 50,488 (B) sobre a concentracdo de GMP
ciclico (GMPc) intracelular em cultura priméria de células do DRG

Estudos prévios, realizados em nosso laboratério, demonstraram que o efeito
antinociceptivo da crotalfina é mediado pela ativacdo da via L-arginina/oxido
nitrico/ GMPc/PKG e abertura de canais de K* dependentes de ATP (GUTIERREZ et
al., submetido). Ainda, outros grupos mostraram a importancia desta via na
antinocicepcao periférica induzida por diferentes farmacos analgésicos (CUNHA et
al., 2010; SACHS; CUNHA; FERREIRA, 2004). Assim, investigamos se a crotalfina é
capaz de promover a producdo de GMPc em células do DRG em cultura, na
vigéncia ou auséncia de sensibilizacdo por PGE,. Neste ensaio, foi utilizado como
controle positivo, U 50,488, agonista de receptor opidide do tipo .

Os resultados apresentados na Figura 37 A mostram que a incubacao de
1x10° células obtidas do DRG, com crotalfina (0,1; 1 ou 10 uM), resultou no aumento
das concentracoes de GMPc (2,2; 2,45; 2,54 fmol/200 uL, respectivamente),
quantificados apos lise celular, no tampéo de lise. A pré-incubacao destas células
com PGE, promoveu aumento ainda mais significativo na liberacdo deste segundo
mensageiro, pela crotalfina, nas concentracdes de 1 (3,2 fmol/ 200 pyL) e 10 uM (3,85
fmol/200 uL), correspondente a um aumento de 31 e 55 %, respectivamente, quando
comparado aos valores obtidos nas células incubadas apenas com crotalfina (Fig.
35A). O Nor-BNI, antagonista de receptor opidide do tipo x, em concentracdes
equimolares a crotalfina (0,1; 1 ou 10 uM), reverteu o efeito induzido pela crotalfina.

A incubacao de com U 50,489 nas concentracdes de 1 ou 10 uM, mas nao na
concentragao de 0,1 pM, acarretou também aumento nas concentracdes de GMPc
(4,4 e 5,4 fmol/200 pL, respectivamente). A pré-incubacao destas células com PGE;
promoveu aumento significante na liberacdo deste mediador, nas trés concentracdes
testadas 0,1, 1 e 10 uyM (3,04; 59 e 7,09 fmol/l200 pL - 68, 34 e 42 %,
respectivamente), quando comparado aos valores obtidos nas células incubadas
apenas com o agonista (Fig. 37 B). O Nor-BNI, antagonista de receptor opiéide do
tipo K, em concentragbes equimolares ao U 50,488, (0,1; 1 ou 10 uM) reverteu o

efeito induzido pelo agonista «.
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Figura 37- Efeito da crotalfina (CRF) (A) e do U 50,488 (B) sobre a concentracédo de
GMP ciclico intracelular em cultura priméria de células do ganglio da raiz
dorsal (DRG). Células de DRG obtidas de ratos normais foram incubadas por 15
minutos em atmosfera de 5% CO, (37°C) com salina ou prostaglandina E,
(PGE,). Posteriormente foram incubadas com crotalfina (CRF) ou U 50,488 (0.1,
1 ou 10 pM). Para investigar o envolvimento de receptores «, as células foram
pré-incubadas por 30 minutos com Nor-BNI (em concentracdo equimolar a
crotalfina) ou agonista ou veiculo (controle). O GMP ciclico intracelular foi
dosado por meio de ensaio imunoenzimatico. *p< 0,05 por comparacdo com
grupo Sal+Sal+PGE , #p< 0,05 por comparacdo com o grupo Sal+Sal+CRF (A)
ou Sal+Sal+U50 (B).
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4.3.3 Efeito da crotalfina sobre a ativacdo da Akt em células do ganglio da raiz

dorsal (DRG), na vigéncia ou auséncia de sensibilizacdo por PGE;

Baseado em dados de literatura mostrando que a ativacao da serina/treonina
quinase Akt € importante para o efeito antinociceptivo periférico de opidides como a
morfina, DAMGO (agonista de receptores p) e U 50, 488 (agonista de receptores «)
(CUNHA et al. 2010), investigamos se a crotalfina é capaz de ativar esta via.

A incubacgéo de células do DRG com PGE; (1 pM), acarretou aumento na
fosforilacdo da Akt (47%), quando comparado ao grupo controle (salina). A crotalfina
(1 uM) néo interferiu com a fosforilacdo da Akt, em comparacdo com células
controles ou com células pré-incubadas com PGE; (Fig. 38 A).

O tratamento com o agonista de receptor opioide do tipo k, U 50,488, na
concentragdo de 1 yM promoveu aumento na fosforilagdo da Akt (52%) quando
comparados com o grupo controle (Fig. 38 B). A pré-incubacao de células com PGE;
acarretou aumento maior nos niveis de fosforilacdo (20%), em relacdo ao grupo

tratado apenas com o agonista.



Resuftados 128

A
B
7 220 1 = 250 )
2 E #
€ 200 + £ 200 s *
8 « * 3 " * L
if_ 150 - BE“Z 150 T L
i
< kS
tg— 100 + 2 100 1
E E 50
2 30 9 o
o 1]
L 0 ]
S pa®
X 3 3 s 2" T 0.
o?" .?GETE 5#":’1@1 KeF O g o e
¥
GAPDH | ol - 37 Kd GAPDH — —_— — 7 K

Figura 38 - Efeito da crotalfina (A) e do U 50,488 (B) sobre a fosforilacdo da Akt em
cultura priméaria de células do ganglio da raiz dorsal (DRG). Células de
DRG obtidas de ratos normais foram incubadas por 15 minutos, em atmosfera
de 5% CO, (37°C), com PGE,; ou veiculo. Posteriormente, as células foram
incubadas com crotalfina (CRF) (1 uM) ou U 50,488 (1 uM) por 15 minutos. A
expressdo da Akt foi avaliada por western blotting. Os resultados estédo
normalizados pela expressdo de GAPDH e apresentados como porcentagem
em relacdo as células tratadas apenas com salina (grupo controle, primeira
barra). Foram realizados trés experimentos independentes. *p< 0,05 por
comparacdo com os valores obtidos de células do grupo Sal+Sal e #p< 0,05
por comparac¢ao com os valores obtidos de células do grupo Sal+U 50,488.
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4.3.4 Efeito da crotalfina sobre a ativacdo da ERK1/2 e JNK em células do
ganglio da raiz dorsal (DRG), na vigéncia ou auséncia de sensibilizacao
por PGE>

Uma vez que os estudos utilizando o anticorpo conformacédo especifica
indicaram que a sensibilizacdo prévia é importante para a ativacdo de receptores
opidides do tipo k pela crotalfina, investigamos se este tipo de sensibilizacdo era
capaz de interferir com a sinalizacéo intracelular induzida pelo peptideo. Para tanto,
avaliamos a ativacdo de ERK1/2, pela crotalfina, uma vez que dados de literatura
tem demonstrado que ocorre ativagao desta via em células estimuladas agudamente
com agonistas de receptores opidides do tipo p e k (BRUCHAS e CHAVKIN, 2010).
Quando ativadas, estas MAPguinases tornam-se fosforiladas.

A incubacado de células do DRG com PGE;, (1 yM) nao acarretou alteragao
nos niveis de ERK 1/2 fosforilada, quando comparado aos valores do grupo controle
(salina). Por outro lado, a incubacdo com CRF (1 uM) promoveu aumento na
fosforilacdo desta quinase (6 vezes), em relagdo ao grupo controle (Fig. 39). Ainda,
a pré-incubacdo destas células com PGE, e posterior incubagcdo com CRF,
promoveu aumento ainda maior nos niveis de fosforilacdo da ERK1/2, quando
comparado aos valores obtidos em células incubadas apenas com o CRF (1,5
vezes) (Fig. 40). A pré-incubacédo das células com Nor-BNI, antagonista de receptor
opidide do tipo k, bloqueou significativamente o aumento na fosforilagdo induzida
pela crotalfina, tanto na presenca quanto auséncia de PGE; (Fig. 39).

O agonista de receptor opidide do tipo k, U 50, 488 (1 uM), utilizado como
controle positivo, promoveu aumento fosforilagdo da ERK 1/2 (7 vezes), quando
comparado ao grupo controle (Fig. 39). Quando as células foram pré-incubados com
PGE,, ocorreu fosforilacdo ainda maior da ERK1/2, quando comparado as células
incubadas somente com o agonista (1,4 vezes) (Fig. 40).

Em relacdo a JNK, os resultados apresentados na Figura 41 mostram que a
PGE,, per se, nao interferiu com a fosforilacdo desta quinase. Por outro lado, células
incubadas com CRF apresentaram maior fosforilzacdo desta quinase (9 vezes),
guando comparado aos valores obtidos em células controle tratadas com salina.
Novamente, a pré-incubacdo destas células com PGE, favoreceu a fosforilagdo

desta quinase pela crotalfina, quando comparado aos valores obtidos em células
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tratadas apenas com o CRF (1,5 vezes). O pré-tratamento com Nor-BNI, antagonista
de receptor do receptor k, nao interferiu com a fosforilacdo da JNK induzida pela
crotalfina. Contudo, o Nor-BNI, per se, induziu aumento na fosforilagdo da JNK (13
vezes) (Fig. 41). A incubagédo com U 50,888, tanto na auséncia, quanto na presenca
de PGE,, promoveu aumento na fosforilagdo desta quinase (2,5 e 3,5 vezes,
respectivamente) (Fig. 42).

Uma vez que a crotalfina € capaz de ativar estas quinases e que este efeito é
mediado por receptores opidides do tipo k e potencializado pela PGE,, investigamos
0 possivel mecanismo envolvido na ativacdo destas quinases pelo peptideo. Dados
de literatura indicam que o efeito de agonista de receptor opidide k sobre a
sinalizacdo de MAPKs, em astrocitos, € mediado pela PKC{ (BELCHEVA et al.,
2005).

Assim, investigamos presentemente se a PKC({ € capaz de modular a
ativacdo da ERK e JNK induzidas pela crotalfina. E importante ressaltar que os
dados sédo ainda preliminares, uma vez que foi realizado apenas um experimento.

As células foram pré-incubadas com o peptideo PKC{ pseudosubstrato
(peptideo inibidor da PKC(). Este peptideo é conjugado a uma sequéncia de
aminoacidos chamada TAT, que direciona o peptideo para dentro da célula.

Células controle, pré-incubadas apenas com a TAT e entdo, com salina ou
PGE,, seguida pela incubacdo com salina ou crotalfina, apresentaram padrao
semelhante de fosforilagdo da ERK e JNK ao detectado nos experimentos descritos
anteriormente (Figs. 43 e 44). O pré-tratamento com o peptideo inibidor da PKC(
inibiu 0 aumento da fosforilagdo da ERK1/2 induzida pela crotalfina, na auséncia
(55% de inibicéo), ou presenca (100% de inibicdo) de PGE (Fig. 43).

Em relagdo a JNK, a PKC( pseudosubstrato néo interferiu com o aumento da
fosforilacdo desta quinase induzida pela crotalfina. Interessantemente, quando as
células foram pré-incubadas com PGE,, este peptideo foi capaz de bloquear o

aumento da fosforilagdo desta quinase, induzida pela crotalfina (Fig. 44).
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Figura 39 - Efeito da crotalfina sobre a fosforilacdo da ERK1/2 em cultura primaria de
células do ganglio da raiz dorsal (DRG). Células de DRG obtidas de ratos
normais, foram incubadas por 15 minutos, em atmosfera de 5% CO, (37°C),
com PGE; ou veiculo. Posteriormente foram incubadas com crotalfina (CRF) (1
uM), por 15 minutos. Para investigar o envolvimento de receptores «, as células
foram pré-incubadas por 30 minutos, com Nor-BNI ou veiculo (controle). (A) A
expressao da ERK1/2 foi avaliada por western blotting. Os resultados estéo
normalizados pela expressdo de GAPDH e apresentados como porcentagem
em relacdo as células tratadas apenas com salina (grupo controle, primeira
barra). (B) Imagem ilustrativa e representativa das bandas analisadas para a
gquantificacdo dos dados. Foram realizados trés experimentos independentes.
*p< 0,05 por comparacao com os valores obtidos de células do grupo controle,
#p< 0,05 por comparacdo com os valores obtidos de células do grupo
CRF+Salina.



Resuftados 132

A
1200 -
@ #
e e
£ 900 - L
S &
= ]
> 500 -
Ll
=1
2
300 -
a1
S _
W I I I i ,
\ 2 %
\xo? ¥ 0o ik
e N oo RNES
G®

42 Kd
p-ERK | == == ! 44 Kd

GAPDH | === === === == 37Kd

Figura 40 - Efeito do U 50,888 sobre a fosforilacdo da Erk1/2 em cultura priméria de
células do géanglio da raiz dorsal (DRG). Células de DRG obtidas de ratos
normais, foram incubadas por 15 minutos, em atmosfera de 5% CO, (37°C),
com PGE; ou veiculo. Posteriormente foram incubadas com U 50,488 (1 uM),
por 15 minutos. (A) A expressédo da ERK1/2 foi avaliada por western blotting.
Os resultados estdo normalizados pela expressao de GAPDH e apresentados
como porcentagem em relacdo as células tratadas apenas com salina (grupo
controle, primeira barra). (B) Imagem ilustrativa e representativa das bandas
analisadas para a quantificacdo dos dados. Foram realizados trés
experimentos independentes. *p< 0,05 por comparagéo com os valores obtidos
de células do grupo controle, #p< 0,05 por comparag¢do com os valores obtidos
de células do grupo U 50,488+Salina.
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Figura 41 - Efeito da crotalfina sobre a fosforilagdo da JNK1/2 em cultura priméria de
células do ganglio da raiz dorsal (DRG). Células de DRG obtidas de ratos
normais, foram incubadas por 15 minutos, em atmosfera de 5% CO, (37°C),
com PGE, ou veiculo, ou 30 minutos com Nor-BNI. Posteriormente, as células
foram incubadas com crotalfina, (CRF) (1 uM), por 15 minutos. Para investigar
0 envolvimento de receptores «, as células foram pré-incubadas 30 minutos
com Nor-BNI ou veiculo (controle). (A) A expressao da JNK foi avaliada por
western blotting. Os resultados estdo normalizados pela expressao de GAPDH
e apresentados como porcentagem em relacdo as células tratadas apenas com
salina (grupo controle, primeira barra). (B) Imagem ilustrativa e representativa
das bandas analisadas para a quantificacdo dos dados. Foram realizados trés
experimentos independentes. *p< 0,05 por comparagédo com os valores obtidos
de células do grupo controle, #p< 0,05 por comparagdo com os valores obtidos
de células do grupo CRF+Salina.
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Figura 42 - Efeito do U 50,488 (B) sobre a fosforilagdo da JNK1/2 em cultura primaria
de células do ganglio da raiz dorsal (DRG). Células de DRG obtidas de ratos
normais, foram incubadas por 15 minutos, em atmosfera de 5% CO, (37°C),
com PGE,. Posteriormente, as células foram incubadas com U 50,488 (1 uM),
por 15 minutos. A expressdo da JNK foi avaliada por western blotting. (A) Os
resultados estdo normalizados pela expressdo de GAPDH e apresentados
como porcentagem em relacdo as células tratadas apenas com salina (grupo
controle, primeira barra). (B) Imagem ilustrativa e representativa das bandas
analisadas para a quantificacdo dos dados. Foram realizados trés
experimentos independentes. *p< 0,05 por comparagdo com os valores obtidos
de células do grupo controle.
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Figura 43 — Participacdo da PKCE no efeito da crotalfina sobre a fosforilagdo da
ERK1/2 em cultura priméria de células do ganglio da raiz dorsal (DRG).
Células de DRG obtidas de ratos normais, foram incubadas por 15 minutos,
em atmosfera de 5% CO, (37°C), com TAT (controle) ou {pseudosubstrato
(CySubs) e, em seguida, por 15 minutos com PGE, ou veiculo.
Posteriormente, as células foram incubadas com crotalfina (CRF) (1 uM) e
TAT ou {YSubs, por 15 minutos. (A) A expressdo da pERK1/2 foi avaliada por
western blotting. Os resultados estdo normalizados pela expressdo de
GAPDH total e apresentados como porcentagem em relacdo as células
tratadas apenas com salina (grupo controle, primeira barra). (B) Imagem
ilustrativa e representativa das bandas analisadas para a quantificacdo dos
dados. Foram realizados trés experimentos independentes. *p< 0,05 por
comparacdo com os valores obtidos de células do grupo controle, #p< 0,05
por comparac¢ao com os valores obtidos de células do grupo CRF+Salina.
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Figura 44 - Participacao da PKCE no efeito da crotalfina sobre a fosforilagdo da JNK1/2
em cultura primaria de células do ganglio da raiz dorsal (DRG). Células de
DRG obtidas de ratos normais, foram incubadas por 15 minutos, em atmosfera
de 5% CO, (37°C), com TAT (controle) ou {pseudosubstrato (CPSubs) e, em
seguida, por 15 minutos com PGE, ou veiculo. Posteriormente, as células
foram incubadas com crotalfina (CRF) (1 pM) e TAT ou CYSubs, por 15
minutos. A expressao de pJNK foi avaliada por western blotting. Os resultados
estdo normalizados pela expressdo de GAPDH total e apresentados como
porcentagem em relacdo as células tratadas apenas com salina (grupo
controle, primeira barra). (B) Imagem ilustrativa e representativa das bandas
analisadas para a quantificacdo dos dados. Foram realizados trés
experimentos independentes. *p< 0,05 por comparagédo com os valores obtidos
de células do grupo controle, #p< 0,05 por comparagdo com os valores obtidos
de células do grupo CRF+Salina.
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4.3.5 Efeito da crotalfina sobre o influxo de calcio induzido pela capsaicina e
prostaglandina E, (PGE>)

Com o intuito de avaliar se, em nossas condi¢cdes experimentais, a crotalfina,
assim como outros opibides, apresentam efeito inibitério sobre a concentracdo
intracelular de ions envolvidos nos processos nociceptivos, no DRG, realizamos um
ensaio inicial sobre a mobilizacdo de calcio intracelular, no DRG. Estes ensaios
foram realizados em colaboracdo com o Departamento de Neurobiologia da
Universidade de Stanford, EUA. A incubacdo de células do DRG com capsaicina
(200 nM), promoveu aumento no influxo de célcio nestas células (foram analisadas
25 células durante 200 segundos) (Fig. 45). O pré-tratamento com crotalfina (1 uM),
por 15 minutos, ndo interferiu com o aumento no influxo de calcio induzido pela
capasaicina. Ainda, a incubacdo destas células com PGE;, (10 puM), promoveu
aumento nos niveis de calcio intracelular (Fig. 45C). Interessantemente, a pré-
incubacdo com crotalfina, nas células sensibilizadas por PGE,, bloqueou este efeito
(avaliado durante aproximadamente 600 segundos). Apés este periodo, as mesmas
células foram tratadas com capsaicina, sendo detectado aumento no influxo de
calcio nestas células. Esta resposta sugere que as células analisadas estavam
responsivas a estimulos quimicos. Cabe ressaltar que estes ensaios sao
preliminares, sendo necessarios experimentos adicionais para ampliarmos o n

experimental e aplicagdo do teste estatistico.
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Figura 45 — Efeito da crotalfina sobre a mobilizacdo de calcio induzida por
capsaicina (A e B) e Prostaglandina E, (PGE;) (C e D) em cultura priméria de
células do géanglio da raiz dorsal (DRG). Células de DRG obtidas de ratos naive,
foram incubadas com capsaicina ( 200 nM) (A e B) ou PGE;, (10 uM) (C e D). Para
investigar o efeito da crotalfina sobre estes estimulos, as células foram pré-incubadas
com o peptideo (1 uM) (B e D). O influxo de calcio foi avaliado, em células individuais
por microscopia de fluorescéncia, a excitacdo de 340 e 380 nM. Os dados estédo
expressos como a razao entre os valores obtidos na emissédo de 340 e 380 nM. Foi

realizada a analise de 25 células e um Unico experimento.
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Conforme mencionado na Introducéo, dados de literatura tém indicado que
farmacos com atividade opidide possuem eficacia analgésica aumentada na vigéncia
de resposta inflamatoria e/ou leséo tecidual (STEIN et al., 1989; TRUONG et al.,
2003). Contudo, os mecanismos envolvidos neste aumento da eficacia analgésica
nao estao totalmente elucidados. Assim, o objetivo do presente projeto de pesquisa
foi ampliar a caracterizacdo dos mecanismos envolvidos neste efeito, avaliando as
possiveis alteracbes na expressdo e funcionalidade de receptores opidides
periféricos, na auséncia ou vigéncia de hipernocicepc¢ao induzida por prostaglandina
E, (PGE;) ou de dor neuropdtica. Foi também investigada, nestas mesmas
condi¢cdes experimentais, as alteracdes na ativacdo dos receptores opidides pelos
seus agonistas seletivos ou pela crotalfina (CRF), um peptideo analgésico obtido do
veneno de serpentes Crotalus durissus terrificus.

Na primeira etapa deste estudo, o possivel efeito antinociceptivo periférico
(local) de agonistas especificos de receptores opioides do tipo u, k e d, foi avaliado
na auséncia e na presenca de hipernocicepcédo induzida por PGE,. Para tanto, foi
analisado o efeito destes agonistas em ratos submetidos ao teste de pressédo de
pata (RANDALL e SELITTO, 1957), injetados ou nao, por via intraplantar, com
PGE,. O teste de pressao de pata utiliza como estimulo nociceptivo, um estimulo
mecanico (forca em gramas) e o limiar nociceptivo é caracterizado como a forca (em
gramas) necessaria para a inducdo da retirada da pata. A hipernocicepc¢éo induzida
pela PGE, é caracterizada pela sensibilizacdo de fibras sensitivas aferentes
primarias, diminuindo seu limiar de ativacdo (limiar nociceptivo) pelo estimulo
mecanico (FERREIRA e NAKAMURA, 1979a; FERREIRA e LORENZETTI, 1981;
DRAY, 1995; SOUTHALL e VASKO, 2001).

Os resultados obtidos indicam que o DAMGO, agonista de receptor u opibide, o
DPDPE, agonista de receptor & opidide e o U 50,488, agonista de receptor k opidide
sdo capazes de alterar o limiar nociceptivo dos animais apenas quando
administrados em ratos sensibilizados pela PGE,. Esta sugestédo esta baseada nos
resultados mostrando que, além de bloquear a hipernocicepcao induzida por PGE,,
estes agonistas aumentam o limiar nociceptivo, em relacdo a medida basal, apenas
em animais injetados com o eicosandide, mas ndo em animais que ndo foram
submetidos a nenhum tratamento. Cabe ressaltar que, nas doses aqui utilizadas, os

agonistas, induziram apenas efeito local, uma vez que na pata contralateral a injecao
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dos agonistas, tratada apenas com PGE;, ndo foi observada alteragcdo de
hipernocicepcdo causada pelo eicosandide. Estes dados estdo de acordo com
evidéncias clinicas e experimentais mostrando que farmacos opidides apresentam
maior poténcia analgésica periférica na vigéncia de processos inflamatorios (STEIN
et al., 1989), como por exemplo, na vigéncia de inflamacédo induzida por Adjuvante
Completo de Freund (CFA) (MAEKAWA et al., 1996; MOUSA et al., 2002; CAHILL et
al., 2003). Alguns mecanismos tém sido propostos para explicar este fendmeno, tais
como alteracdes na expressao/exposicao e/ou funcionalidade de receptores opidides
(HASSAN et al., 1993; ANTONIJEVIC et al., 1995; ZOLLNER et al., 2003).Outros
estudos mostram que, na presenca de resposta inflamatoria, ocorre aumento da
reciclagem de receptores opidides (internalizacdo e retorno a membrana),
preservando a sinalizacdo destes receptores e aumentando a eficacia da acdo de
analgésicos como, por exemplo, a morfina (ZOLLNER et al., 2008). Apesar destas
evidéncias, estudos mostrando aumento da eficacia antinociceptiva de agonistas
opidides em modelos nociceptivos agudos, como o da hipernocicepc¢éao induzida pela
PGE, sdo escassos ou mesmo inexistentes. Assim, os dados ora apresentados
indicam que a maior efetividade de agonistas opidides é também observada em
processos agudos e sugerem que as possiveis alteracdes envolvidas no aumento da
efetividade de farmacos opidides podem ocorrer rapidamente durante o
desenvolvimento de um processo inflamatorio ou lesédo tecidual.

Nestes ensaios foi também confirmada a especificidade do receptor opibide
envolvido no efeito antinociceptivo local de cada um dos agonistas utilizados. Para
tanto, foram utilizados antagonistas seletivos de cada tipo de receptor opidide.
Todos os antagonistas testados reverteram o efeito antinociceptivo de seu
respectivo agonista, sugerindo que o efeito observado em nossos experimentos, foi
decorrente da atuacdo especifica do agonista no seu receptor.

Adicionalmente aos estudos utilizando drogas agonistas de receptores
opidides, investigamos o efeito antinociceptivo local da crotalfina (CRF), um peptideo
obtido a partir do veneno de serpentes Crotalus durissus terrificus. Dados anteriores
mostraram que o CRF apresenta potente efeito antinociceptivo, quando administrado
pela via oral, em modelos de hipernocicep¢do aguda e crénica, e que este efeito é
mediado pela ativacao de receptores opidides periféricos do tipo x (hipernocicepcao
por PGE ou carragenina) (PICOLO; GIORGI; CURY, 2000; PICOLO e CURY, 2004)
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ou k e & (dor neuropatica e dor de cancer) (BRIGATTE, 2005; GUTIERREZ, 2005).
Diferentemente dos estudos realizados anteriormente, foi administrada por via
intraplantar. Inicialmente, realizamos uma curva dose-resposta para a obtencéo de
uma dose de crotalfina que causasse antinocicepcao apenas local. Para tanto, o
CRF foi injetado em uma das patas posteriores e 0 agente hipernociceptivo (PGE>)
em ambas as patas. A dose de 0,0006 pg/pata foi a menor dose testada capaz de
acarretar efeito antinociceptivo apenas local. E importante salientar que as doses
mais altas, além de reverter a hipernocicep¢cdo, promoveram aumento do limiar
nociceptivo dos animais, quando comparado a medida inicial. Ainda, quando
comparamos a resposta antinociceptiva de animais que receberam apenas CRF
com animais que, além do CRF, foram sensibilizados com PGE,, observamos
aumento da poténcia antinociceptiva deste peptideo na vigéncia de hipernocicepcéo,
da mesma forma que o observado para 0s agonistas seletivos de receptores
opibides. Estes resultados sugerem, mais uma vez, que a injuria periférica pode
contribuir para 0 aumento da resposta antinociceptiva periférica de substancias
capazes de ativar receptores opidides.

Escolhida a dose de CRF gque causa apenas efeito local, realizamos uma curva
tempo resposta para este efeito, uma vez que estudos anteriores mostraram que,
para o CRF administrado por via oral, o efeito antinociceptivo é de longa duracéo
(até cinco dias), no modelo de hipernocicepcdo acarretada pela PGE, (PEREIRA e
CURY, em fase de elaboracdo; KONNO et al.,, 2008). Os resultados obtidos no
presente estudo corroboram estes dados e demonstram que a administracao
intraplantar de CRF produz efeito antinociceptivo, por um periodo de 120 horas
(cinco dias) apdés uma unica administracao do peptideo.

Ainda, baseado nos dados anteriores obtidos pelo nosso grupo, mostrando
qgue o efeito antinociceptivo da crotalfina, administrada pela via oral, € mediado pela
ativacao de receptores opioides do tipo k (modelos de dor aguda) ou k e & (modelos
de dor crbnica), investigamos se 0S mesmos mecanismos estariam envolvidos nos
efeito local deste peptideo. Para tanto, inicialmente utilizamos um antagonista nao
seletivo de receptores opidides, a naloxona. Este antagonista, injetado pela via
intraplantar, reverteu o efeito antinociceptivo do CRF. Esta reverséo foi observada
quando o antagonista foi administrado 165 min apos o peptideo, porém nao foi mais

detectada quando administrado 225 min apds a crotalfina. Estes dados indicam que
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o efeito antinociceptivo local do CRF é também mediado pela ativacédo de receptores
opibides e corroboram os dados de Picolo et al. (2002), em estudos com 0 veneno
crotalico, mostrando que a naloxona € capaz de bloquear o efeito antinociceptivo do
veneno, apenas quando administrada até a terceira hora ap6s o tratamento com o
veneno. Nao temos até o presente momento dados que possam explicar a auséncia
da acdo da naloxona quando administrada trés horas apos o CRF. Contudo,
independentemente do mecanismo de acdo da crotalfina, € possivel que o receptor
opidide, uma vez ativado pelo peptideo, tenha a sua conformacéo alterada e/ou
acarrete uma resposta de sinalizagao intracelular, que ndo sao revertidas pelo
antagonista.

Uma vez detectada a participacdo de receptores opidides no efeito
antinociceptivo local do CRF, caracterizamos quais seriam os tipos de receptores
envolvidos neste efeito. Antagonistas seletivos para cada tipo de receptor opidide
foram administrados aos animais, por via intraplantar, imediatamente antes da
injecdo de PGE, e do CRF. Os resultados obtidos indicam o envolvimento de
receptores opidides do tipo k no efeito antinociceptivo do peptideo, uma vez que o
Nor-BNI, mas ndo o CTOP ou o ICI 174, 864, bloqueou o efeito local do CRF no
modelo de hipernocicepc¢éo induzida pela PGE;. Estes resultados confirmam os
dados obtidos por Konno et al. (2008), mostrando o envolvimento de receptores
opidides do tipo k no efeito antinociceptivo do CRF, administrado por via oral, nos
modelos de hipernocicep¢ao induzida por PGE;, ou carragenina. Os experimentos
foram repetidos injetando-se 0s antagonistas 165 min apds a injecdo de CRF e
PGE,. Os resultados mostraram que, nestas condicdes experimentais, 0s
antagonistas do receptor opidide do tipo p, 6 e também k nado interferem com o efeito
antinociceptivo do CRF. Estes dados confirmam que a reversdo do efeito
antinociceptivo da crotalfina, pelo antagonista opidide, é dependente do tempo de
tratamento. Os resultados obtidos com o Nor-BNI diferem dos resultados obtidos
com a Naloxona, a qual foi efetiva em reverter o efeito do CRF quando administrada
neste mesmo periodo (165 min). E importante ressaltar que o nor-BNI apresenta
peso molecular maior e lipossolubilidade distinta da naloxona, o que pode interferir
com o tempo necessario para a interacdo deste antagonista com o receptor opioide,

guando comparado a naloxona.
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Neste estudo foi também avaliado o efeito antinociceptivo local dos agonistas
opidides e do CRF em modelo de dor neuropatica.

A dor neuropatica é usualmente decorrente da lesdo de nervos periféricos,
envolve sensibilizacdo periférica e central e tem como caracteristicas a presenca de
hipernocicepcéo, alodinia e dor espontanea (BENNETT e XIE, 1988; SELTZER,
DUBNER; SHIR, 1990). No nosso estudo, a dor neuropatica foi induzida pela
constricdo cronica do nervo isquiatico de ratos, de acordo com o método descrito por
Bennett e Xie (1988). E importante ressaltar que no modelo presentemente utilizado,
nao foi observado o fendmeno de autotomia, usualmente detectado em modelos de
ligaduras firmes do nervo isquiatico, em que ha destruicdo de todas as fibras
nociceptivas (SELTZER; DUBNER; SHIR, 1990). No modelo da CCI, ocorre apenas
lesé@o parcial das fibras C (SELTZER; DUBNER; SHIR, 1990). No presente estudo, a
ligadura do nervo isquiético acarretou diminuigdo do limiar nociceptivo, em relagcédo a
medida inicial, determinada no 14° dia do periodo pds-operatorio, caracterizando o
fenbmeno de hipernocicepcdo. Este procedimento provocou também diminui¢cdo na
intensidade do estimulo tatil necessario para induzir a resposta de retirada da pata
dos animais, quando comparado a medida inicial, caracterizando o fenbmeno de
alodinia. Experimentos realizados anteriormente em nosso laboratério, mostraram
gue neste periodo (14 dias) a CClI induz também o aparecimento de dor manifesta
(GUTIERREZ et al., 2008).

Os agonistas dos receptores opidides u, 8 e k, administrados por via
intraplantar, nas mesmas doses testadas nos experimentos de hipernocicepcao
induzida pela PGE,, reverteram parcialmente o efeito hipernociceptivo e a alodinia
induzidos pela constricdo cronica do nervo isquiatico. A administracao de doses trés
vezes maiores do agonista DAMGO (15 pg/pata) e do DPDPE (60 pg/pata),
bloquearam a hipernocicepcéo e alodinia induzidos pela CCI, 1 e 3 horas apos o
tratamento. Por outro lado, a administracdo de doses mais altas de U 50,488 (30
pug/pata), ndo reverteu os fendmenos nociceptivos induzidos pela CCl em nenhum
dos periodos de observacdo. Nestes experimentos, detectamos visualmente, que o
agonista acarretou edema na pata injetada, o que pode ter contribuido para a
auséncia de efeito antinociceptivo. Para avaliar se essas doses maiores dos
agonistas induzem apenas efeito local, o efeito destes agonistas, nestas doses, foi
testado no modelo da hipernocicep¢do acarretada pela PGE,. Neste estudo, a
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prostaglandina foi administrada em ambas as patas posteriores de animais naive. Os
resultados confirmam que estes agonistas apresentam apenas efeito local, uma vez
que o efeito antinociceptivo foi observado apenas na pata injetada como o agonista.

Estes resultados indicam que os agonistas de receptores u e & opidides,
injetados localmente, podem apresentar efeito antinociceptivo, de maneira dose
dependente, em modelo de dor neuropatica. Cabe ressaltar que a literatura é
escassa no que se refere a estudos sobre o efeito analgésico local de farmacos
opidides, em modelos de dores crbénicas. Obara et al. (2009) observaram que o
DAMGO (4 - 9.5 nM) administrado pela via intraplantar, reverte a alodinia induzida
pelo CCIl em ratos, a partir de 5 minutos apos sua injecdo. Ainda, a loperamida, um
agonista preferencial de receptores opidides u, quando administrada
sistemicamente, induz antinocicepcdo em modelo de hipernocicepgdo cronica
induzida por constricdo de nervos espinais. Este efeito € mediado pela ativacdo de
receptores opioides periféricos do tipo u. Catheline; Kayser; Guilbaud, (1996)
mostram a importancia receptores k opidides periféricos na antinocicepcao induzida
pela morfina (1 mg/Kg, i.v.), em animais submetidos a CCI, uma vez a administracéo
intraplantar de antagonistas destes receptores reverteram a antinocicep¢ao induzida
pelo opidide. Recentemente, Obara et al. (2009), utilizando o modelo de constricao
cronica do nervo isquiatico de ratos, mostraram que dois agonistas de receptor x (a
dinorfina A e o ICI 199,441), apresentam potente efeito antinociceptivo quando
injetados nas patas destes animais. Em relacdo aos agonistas de receptores 9,
estudos avaliando sua acéo local mostraram que a deltorfina Il (50 pg/pata), mas
ndo o DPDPE (80 ug/pata), ambos agonistas de receptores 6, € capaz de reverter a
alodinia induzida pela constricdo cronica do nervo isquiatico de ratos (KABLI e
CAHILL, 2007). Os autores sugerem que a diferenca observada entre os dois
agonistas pode ser decorrente da rapida degradacdo do DPDPE por encefalinases
endogenas, enquanto que a deltorfina Il parece ser mais resistente (ERSPAMER et
al., 1989). Nossos resultados divergem dos de Klabi e Cahill (2007), uma vez que o
DPDPE, apesar da auséncia de efeito nos periodos iniciais, promove, trés horas
apo0s sua administracdo, aumento do limiar nociceptivo e tatil nos animais
submetidos a CCI. Por outro lado, nossos resultados corroboram os de Obara et al.
(2009), os quais mostraram que dois agonistas do receptor delta (DSLET e SNC 80)
sdo capazes de induzir efeito antinociceptivo local no modelo da CCI.
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Posteriormente a avaliacdo do efeito dos agonistas opioides, investigamos o
efeito local do CRF no modelo da CCI. Dados recentes obtidos pelo nosso grupo,
mostraram que o CRF, administrado por via oral, inibe a dor neuropatica induzida
pela CCI em ratos (GUTIERREZ et al., 2008). Os resultados presentemente obtidos,
mostram que o CRF é efetivo em inibir os fenbmenos hipernociceptivos causados
pela CCI, também quando administrado pela via intraplantar. Curiosamente, a
mesma dose utilizada para reverter a hipernocicepcéo induzida pela PGE5, foi eficaz
em induzir antinocicep¢cdo no modelo cronico. Adicionalmente, foi observado que o
CRF, nesta dose, acarreta, nos animais falso operados, aumento do limiar
nociceptivo quando comparado a medida basal. Cabe lembrar que: (a) animais falso
operados ndo apresentaram o fendmeno de hipernocicepcao e alodinia e (b) esta
dose do CRF ndo promoveu alteracdo no limiar nociceptivo basal de animais
normais (ndo submetidos a sensibilizacdo, Fig. 8). Esses dados sugerem que,
mesmo sem induzir injiria nervosa, o0 simples procedimento cirdrgico e a
manipulacédo do nervo séo capazes de potencializar o efeito antinociceptivo do CRF,
indicando que, possivelmente, este processo ja é suficiente para expor e/ou ativar 0s
receptores opidides. Com o intuito de investigar esta hipétese, realizamos
experimentos adicionais com outros animais falso-operados, submetidos apenas a
incisdo na pele e no musculo, sem a manipulacdo do nervo. Nestas condi¢gbes
experimentais, ndo foi detectado aumento do limiar nociceptivo dos animais, em
relacdo a medida basal, para a dose de 0,0006 pg/pata da crotalfina. Estes dados
indicam que a manipulacéo do nervo € condi¢cédo suficiente para favorecer alteracao
na expressao/atividade de receptores opidides e/ou o aumento na intensidade do
efeito antinociceptivo da crotalfina.

Estudos farmacoldgicos anteriores demonstraram que o tipo de receptor
opidide envolvido no efeito antinociceptivo do CRF, administrado pela via oral,
depende do modelo utilizado para a inducdo de fendmenos nociceptivos
(GUTIERREZ, 2005; KONNO et al., 2008). Assim, investigamos qual o tipo de
receptor opidide estaria envolvido no efeito antinociceptivo local do CRF, no modelo
da CCI. Nossos resultados indicam que, diferentemente do observado no modelo de
hipernocicepcao induzida por PGE,, o efeito da crotalfina no modelo da CCI, é

mediado principalmente por receptores opidides periféricos do tipo 6 e parcialmente,

pelos receptores opidides do tipo k. Como mencionado anteriormente, a literatura &
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escassa no que se refere a estudos sobre o efeito antinociceptivo periférico de
drogas opiodides, na vigéncia de dor neuropética. Dados de literatura tém mostrado
que na vigéncia de injuria periférica, incluindo a constricdo crbnica do nervo
isquiatico, pode ocorrer incremento do transporte axonal e da densidade de
receptores opidides 6 neste nervo e em células do ganglio da raiz dorsal (CAHILL et
al., 2003; KABLI e CAHILL, 2007). E possivel sugerir que o aumento da expresséo
de receptores & opibdides tenha contribuido para a observacdo de que estes
receptores sejam o0s principais receptores envolvidos no efeito antinociceptivo do
CRF neste modelo cronico de nocicepgéao.

Uma vez que o CRF induz potente efeito antinociceptivo mediado pela
ativacdo de receptores « e 6, neste modelo de dor neuropética, e de acordo com 0s
resultados obtidos anteriormente, mostrando que o0s agonistas seletivos destes
receptores (U 50,488, agonista de receptor k, e DPDPE, agonista de receptor 9),
reverteram parcialmente a hipernocicepcdo causada pela injuria nervosa,
analisamos o efeito da administracdo conjunta (simultdnea) destes agonistas sobre
os fendbmenos nociceptivos causados pela CCIl. Os resultados mostraram que a
administracdo conjunta dos agonistas k e d, nas concentracdes previamente
testadas, promoveu inibicdo mais intensa da hipernocicepcdo e alodinia, em
comparacdo com o efeito observado para cada um dos agonistas administrados
separadamente, indicando que a ativacdo simultanea destes dois tipos de
receptores pode melhorar os sintomas caracteristicos da dor neuropatica.

Em conjunto, os resultados obtidos até o momento indicam que o efeito
antinociceptivo local de agonistas opidides ou do CRF é potencializado na vigéncia
de sensibilizacdo periférica. Com o objetivo de avaliar os possiveis mecanismos
envolvidos neste fenbmeno, investigamos se 0 processo de sensibilizacdo aguda ou
cronica poderia acarretar alteracdo na expressao (génica e protéica) e ativacao de
receptores opibides. Esses estudos foram realizados em tecido do DRG e do nervo
da pata, obtidos de animais pré-tratados com PGE; (intraplantar) ou submetidos a
lesdo do nervo isquiatico. Os estudos foram realizados nestes dois tecidos, uma vez
que dados de literatura mostram que os receptores opidides do tipo p, k e & sdo
sintetizados no DRG (DADO et al., 1993; ARVIDSSON et al., 1995; JI et al., 1995;
COGGESHALL et al., 1997) e podem ser transportados, pelo axdnio, para o terminal
central e periférico do neurénio aferente primario (HASSAN et al., 1993; MOUSA et
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al., 2001). Foi observado ainda que estes receptores estdo co-expressos com
receptores para substancia P, CGRP e/ou TRPV1 (MINAMI e SATOH, 1995; LI et
al., 1998; WENK e HONDA, 1999; POONYACHOTI et al., 2002), corroborando a
indicacdo de que o0s receptores opidides estdo também localizados na porcao
periférica dos aferentes nociceptivos.

Nossos dados indicam que, tanto a sensibilizacdo aguda quanto cronica,
aumentam a expressao génica e protéica para receptores opidides do tipo u. Varios
dados experimentais tém evidenciado que a administracdo intraplantar de agentes
pré-nociceptivos, como o Adjuvante Completo de Freud (CFA) e carragenina, na
pata ou musculo masseter de roedores, aumenta a expressao génica e/ou protéica
de receptores opidides u no DRG ou no ganglio trigeminal, a partir de 1 hora ap6s os
tratamentos (HASSAN et al., 1993; PUEHLER et al.,, 2004). Estes dados, em
conjunto com nossos resultados, indicam que a expresséao de receptores opidides do
tipo u € aumentada na vigéncia de resposta inflamatoria. Estes dados apontam para
a importancia destes receptores no controle endégeno da hipernocicepcéo.

De acordo ainda com os resultados obtidos neste estudo, foram também
detectadas alteragBes na expressao dos receptores opidides do tipo u, no DRG da
regido contralateral a CCl. Cabe ressaltar que, nos ensaios comportamentais in vivo,
nao foram detectados fendmenos hipernociceptivos na pata contralateral a CCI
(dados ndo mostrados). Baseado nos dados evidenciando aumento na expressao
dos receptores opidides do tipo p, no DRG da regido contralateral a CCl, e nos
resultados mostrando que em patas de animais naive, 0s agonistas opioides nao
alteram o limiar nociceptivo basal dos animais, avaliamos, presentemente, o possivel
efeito do agonista do receptor opidide p, administrado na pata contralateral aquela
cujo nervo isquiatico foi lesionado. A dose do agonista utilizada foi aquela que néo
interferiu com o limiar nociceptivo de animais naive. Interessantemente, 0S N0SS0S
resultados mostraram que 0 aumento na expressao deste receptor, no DRG
contralateral, foi suficiente para favorecer, na pata correspondente, o aumento do
limiar nociceptivo pelo agonista.

Os ensaios avaliando a expresséo génica e protéica para receptores opidides
do tipo k, mostraram que a sensibilizacdo aguda por PGE; aumenta, enquanto que a
sensibilizacdo cronica (CCI) diminui, a expressédo destes receptores. Estes dados
indicam que, pelo menos para os receptores opidides do tipo k, a expressdo do
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receptor é regulada diferentemente pelo tipo de inflamagé&o/lesao tecidual. Ji e et al.
(1995) observaram diminuicdo da expressédo deste receptor no DRG de roedores
submetidos a injecdo intraplantar de carragenina. Cabe ressaltar que o estudo
realizado por estes autores difere dos nossos, tanto pelo tipo do agente indutor de
sensibilizacdo, como no periodo de avaliacdo (1 e 3 dias apos a carragenina) (JI et
al., 1995). E importante lembrar que o aumento da sensibilidade & dor causado pela
carragenina envolve a liberacdo sequencial de diversos mediadores nociceptivos
(NAKAMURA e FERREIRA, 1987; CUNHA et al.,, 1991; CUNHA et al., 1992;
FERREIRA; LORENZETTI; POOLE, 1993; CUNHA; TEIXEIRA; FERREIRA, 1999;
CUNHA et al., 2005), enquanto a prostaglandina E», utilizada no nosso estudo, néo
induz resposta inflamatodria, mas age sensibilizando diretamente o0 neurdnio sensitivo
primario, pela interacdo com receptores acoplados a segundos-mensageiros
(FERREIRA, 1981; DRAY, 1995). Em relacdo a CCI, Obara e et al. (2009)
observaram, de maneira semelhante aos nossos dados, diminuicdo na expressao
génica do receptor x opidide no DRG de animais submetidos a constricdo do nervo
isquiatico.

Em relacdo aos receptores 3, nossos resultados sugerem que os dois tipos de
sensibilizacdo, aguda e cronica, aumentam a expressao génica destes receptores no
DRG. Contudo, a expressdo protéica deste receptor foi diferentemente modulada
pela sensibilizacdo aguda/ PGE; (diminuicdo da expressao proteica) ou crénica/CCl
(aumento da expressao protéica). Nao temos ainda dados que possam explicar a
menor expressao deste receptor, na vigéncia de sensibilizacado por PGE, Contudo,
este fenbmeno pode ser consequéncia de alteracbes pds-transcricionais, como por
exemplo, aumento da degradacdo desta proteina, ou ainda, em decorréncia do
periodo de avaliacdo da expressédo protéica utilizada neste ensaio. Neste sentido, &
possivel que o0 aumento na expressao génica destes receptores possa se refletir em
aumento na expressdo protéica em periodos mais tardios aos presentemente
avaliados. Em relacdo ao modelo da CCI, os nossos resultados diferem daqueles
obtidos por Obara et al. (2009), os quais observam diminuicdo da expressao génica
para receptores 6 no DRG de animais submetidos a constricdo crénica do nervo
isquiatico. Contudo, nossos dados estdo de acordo com os obtidos por Cahill et al.
(2007), mostrando aumento na expressao deste receptor no ganglio de animais
submetidos a este modelo de sensibilizagdo cronica. Cabe salientar que os
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resultados de immunoblotting para este receptor sdo bastante controversos na
literatura. Estudos mostram que o receptor 0, clonado, apresenta peso molecular de
65 Kd (KIEFFER et al., 1992), entretanto, na descricdo do fabricante do anticorpo
presentemente utilizado (Chemicon, EUA), o peso molecular do receptor € de 46 Kd
e em condi¢Oes redutoras, podem aparecer bandas de 37 e 75 Kd. Em nossos
experimentos, visualizamos principalmente bandas de 37 e 65 Kd. Assim, baseados
em nossas observacdes e em dados publicados por outros grupos, analisamos as
bandas de 37 e 65 Kd (PERSSON et al.,, 2005; CAHILL et al., 2007). Nao foi
detectada alteracdo de expresséao protéica da fracdo de 37 Kd e portanto, os dados
ora apresentados se referem aos valores obtidos para a proteina de 65 Kd.

Como mencionado anteriormente, a crotalfina apresenta efeito antinociceptivo
periférico, mediado pela ativacdo de receptores opidides do tipo k, no modelo da
PGE; e do tipo k € & no modelo da CCI, indicando que este peptideo é capaz de
ativar, direta ou indiretamente, estes dois tipos de receptores opioides (PICOLO;
GIORGI; CURY, 2000; PICOLO e CURY, 2004; BRIGATTE, 2005; GUTIERREZ,
2005). Em nossas condi¢cdes experimentais, observamos incremento de receptores
opidides do tipo k, e diminuicdo de receptores do tipo 8, no modelo da PGE; e
incremento nos niveis de receptores opidides 8, mas ndo k no ganglio de animais
submetidos & CCI. E importante lembrar que o agonista de receptor k apresentou
efeito antinociceptivo reduzido no modelo de hipernocicepcao induzida pela CCI,
porém efeito potente no modelo de hipernocicep¢do aguda acarretada pela PGE,.
Assim, as altera¢gdes na disponibilidade destes receptores, nas diferentes condi¢oes
experimentais, podem ter contribuido para as diferencas observadas na mediacéo
dos efeitos da crotalfina, nos dois modelos de hipernocicepcéo. Avaliamos ainda a
expressao de receptores opidides em animais falso-operados. Vale lembrar que a
manipulacdo do nervo foi condicdo suficiente para favorecer o aumento na
intensidade do efeito antinociceptivo da crotalfina. Contudo, ndo detectamos
alteracdo na expressdo de receptores opidides no DRG ou nervo da pata destes
animais, que pudessem contribuir para o aumento do limiar nociceptivo destes
animais. Entretando, as possiveis alteracfes na ativagdo destes receptores, que
pudessem contribuir para este fendmeno, ndo foram ainda avaliadas.

Baseado nos dados presentemente obtidos, mostrando que os receptores

opidides podem ser diferentemente regulados, dependendo do estimulo aplicado
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(agudo ou cronico) e do tipo de receptor avaliado, nosso proximo objetivo foi avaliar
se estes estimulos, per se, seriam eficazes em ativar estes receptores. Dados de
literatura obtidos em estudos de binding, utilizando células do DRG, mostraram que
a inflamacéo induzida por CFA favorece a ligacdo do agonista ao receptor p opioide
e 0 acoplamento deste receptor a proteina G, com conseqiente ampliacdo da
sinalizacao intracelular (ZOLLNER et al., 2003; SHAQURA et al., 2004). No presente
estudo, a técnica escolhida para avaliacdo da ativacdo de receptores opidides
(ELISA em tecidos), esta baseada nos estudos realizados por Gupta e et al. (2007).
Nestes estudos, foram desenvolvidos anticorpos capazes de reconhecer receptores
opidides na sua forma ativada (conformacdo especifica). Receptores acoplados a
proteina G, como os receptores opiodides, apresentam alteragcdes conformacionais na
porcao N-terminal citoplasmatica quando ativados por seu agonista (GUPTA et al.,
2007).

Em nossos estudos, 0s anticorpos anti-receptor opidide foram incubados
diretamente com o tecido do nervo da pata ou do DRG dos animais, ou entéo
adicionados a cultura de células do DRG obtidos de animais naive. Além dos
anticorpos que reconhecem apenas 0 receptor na sua forma ativada, utilizamos,
nesses ensaios, como controle adicional, 0s mesmos anticorpos usados nos ensaios
de western blotting, ou seja, anticorpos que reconhecem o0s receptores opidides
independentemente de seu estado de ativacdo. Os resultados mostraram que,
quando foram utilizados anticorpos que reconhecem 0s receptores
independentemente de seu estado de ativagdo, ocorrem, da mesma forma que o
observado nos ensaios de western blotting, alteracdes na expressao dos receptores
opidides, que se traduziu em aumento ou diminuicdo, dependendo do estimulo e do
receptor avaliado. Por outro lado, quando foram utilizados anticorpos que
reconhecem apenas o0 receptor ativado, ndo foram detectadas diferencas
significativas, em relacdo ao controle. Estes resultados indicam que a sensibilizagcéo
por PGE, ou a constricdo crbnica do nervo, apesar de interferir com a expressao
génica e protéica dos receptores opioides, ndo foram capazes de induzir ativacéo
destes receptores.

Em ensaio subsequente, foi avaliado se, na presenca de sensibilizacdo, os
agonistas seletivos dos receptores opioides ou a crotalfina seriam capazes de ativar

mais 0s receptores, comparativamente a ativacdo na auséncia de sensibilizacao.
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Utilizando os anticorpos conformacdo especifica, observamos que a ativacdo de
receptores p e k, pelos seus agonistas seletivos, é maior na presenca de
sensibilizacdo por PGE,. Diferentemente, a PGE; inibiu a ativacdo de receptores o
por seu agonista. Estes dados séo interessantes e mostram que a PGE, é capaz de
regular negativamente tanto a expressédo quanto a ativacdo dos receptores opioides
do tipo &. Diversas evidéncias experimentais tém demonstrado que estes receptores
ndo se encontram disponiveis na membrana celular, em condi¢des basais. Para que
os farmacos atuem nestes receptores € necessario que ocorra a exposi¢ao ou maior
expressdo destes receptores, a partir dos estoques intracelulares, como por
exemplo, na vigéncia de inflamacdo crbnica ou neuropatia (VANDERAH, 2010).
Assim, é possivel que, em nossas condicdes experimentais, a sensibilizacéo
induzida pela PGE, nao tenha sido suficiente para promover a exposigao/expressao
destes receptores. Em relacdo aos dados de literatura, tem sido observado, em
ensaios de binding, que, apesar da inflamacéo induzida por Adjuvante Completo de
Freud (CFA) promover aumento do numero de sitios de ligacado do receptor opidide
do tipo p ao seu agonista, em células do DRG, ndo ha aumento da afinidade pelo
agonista (ZOLLNER et al., 2003). Cabe ressaltar que, diferentemente do CFA, a
PGE; induz hipernocicepcdo aguda e, portanto, € um modelo que nos permite
avaliar as alteracBes que ocorrem nos estagios iniciais do processo inflamatorio, o
gue pode contribuir para a compreensao da maior efetividade de farmacos opidides
também nestes periodos.

Além das alteracGes observadas para os agonistas seletivos de receptores
opidides, foi também detectada alteragdo na ativagdo dos receptores opiodides pela
crotalfina. Os nossos resultados mostraram que este peptideo é capaz de ativar
receptores opioides do tipo x, mas ndo do tipo p e 8. Contudo esta ativacao foi
observada somente na presenca de sensibilizacdo pela PGE,. Esses dados
corroboram os resultados obtidos in vivo, nos ensaios comportamentais, mostrando
que o efeito antinociceptivo da crotalfina, na vigéncia de hipernocicepcao induzida
por PGE, € mediada pela ativacdo de receptores opidides do tipo k, mas ndo p e o.

E importante salientar que os estudos, descritos na literatura, sobre a ativagio
de receptores opidides, foram sempre realizados em modelo de inflamacé&o crénica,
envolvendo apenas o0s receptores opidides do tipo u. O presente estudo foi o

primeiro a investigar a ativacdo destes receptores nos estagios mais iniciais do
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processo de sensibilizagcdo, bem como foi pioneiro em avaliar a ativacdo de
receptores opioides do tipo «k e & periféricos.

Diferentemente dos resultados observados nos estudos de sensibilizagao
aguda, os dados obtidos no modelo de injuria crénica indicam que este tipo de
sensibilizacdo ndo é capaz de interferir com o efeito dos agonistas seletivos sobre a
ativacado de seus receptores. Interessantemente, esta injuria favoreceu a ativacao de
receptores opioides do tipo de k, pela crotalfina, o que pode explicar a maior
efetividade deste peptideo, detectada nos estudos comportamentais. E importante
ressaltar que o mecanismo de acdo da crotalfina € ainda objeto de investigacao,
uma vez que estudos de binding indireto ndo detectaram ligacdo da crotalfina a
receptores opioides

Uma vez demonstrado que a injuria induzida pela PGE, em ratos, é capaz de
favorecer a ativacdo de receptores opidides por seu agonista, investigamos, em
ensaios in vitro, se a PGE, acarretaria este efeito quando incubada com células
obtidas do DRG de ratos naive. Os resultados obtidos confirmam os ensaios
anteriores, de que a pré-sensibilizacdo com PGE; favorece a ativacao de receptores
opibides pelo seu respectivo agonista e também pela crotalfina. Interessantemente,
em relacdo aos receptores opidides do tipo 8, nossos resultados indicam que o
agonista destes receptores é capaz de ativa-los, nas células ndo sensibilizadas pela
prostaglandina. Contudo, esta ativacdo € diminuida quando as células sao pré-
incubadas com a PGE,. Em conjunto, estes dados sugerem que, a sensibilizacao
aguda por PGE, € capaz de favorecer a ativacdo de receptores opidides u e
K, porém, regula negativamente os receptores 6. Adicionalmente, nossos resultados
demonstram, pela primeira vez, que a crotalfina € capaz de atuar diretamente em
células do DRG, o que torna os estudos in vitro uma ferramenta importante para o
entendimento dos mecanismos envolvidos na acao do peptideo. Cabe ressaltar que
os dados de literatura avaliando a ativacdo de receptores opidides, presentes em
células nervosas em cultura, sdo ainda escassos. Estudos utilizando cultura de
células do DRG de ratos envolvem, geralmente, receptores NK1, P2X3 (KAGE et al.,
2002; SEGOND VON BANCHET et al., 2003), entre outros, sendo inexistentes 0s
estudos relacionados a receptores opioides. Desta forma, a metodologia utilizada no
presente estudo pode contribuir para a ampliagdo do conhecimento dos mecanismos

envolvidos na ativacéo destes receptores.
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Uma vez que os alvos moleculares de acdo da crotalfina nao estao
caracterizados e baseados na observagdo de que este peptideo € capaz de ativar,
em células do DRG em cultura, os receptores opidides do tipo «, na vigéncia de
sensibilizacdo por PGE,, investigamos, neste estudo, algumas das possiveis vias de
sinalizacdo intracelular ativadas por este peptideo. Em alguns dos ensaios foi
utilizado, como controle positivo, 0 agonista de receptores opioides do tipo k, o U
50,488. Estes estudos foram realizados sob supervisdo da Dra. Daria Mochly-Rosen,
do Departamento de Quimica e Sistemas Biol6gicos na Universidade de Stanford,
EUA.

Conforme mencionado na Introducdo, os principais mecanismos de acao
envolvidos nos efeito analgésico de farmacos opidides sédo a inibicdo do AMPc
intracelular e de canais de Ca**, além do aumento dos niveis de GMPc e abertura de
canais Katp.

Primeiramente avaliamos se a crotalfina seria capaz de interferir com a
producdo de GMPc intracelular. Ensaios comportamentais realizados anteriormente
em nosso laboratério, utilizando abordagens farmacoldgicas, demonstraram que o
efeito antinociceptivo periférico da crotalfina é mediado pela ativacdo da via L-
arginina/NO/GMPc/PKG e abertura de canais de K' dependentes de ATP
(GUTIERREZ, 2005). Corroborando estes dados, os resultados presentemente
obtidos, nos ensaios in vitro, mostraram que a crotalfina aumenta os niveis deste
segundo mensageiro, sendo este efeito potencializado pela PGE,. Estes resultados
indicam, novamente, que a PGE, amplia a sinalizacdo induzida pela crotalfina.

Conforme mencionado, o GMPc responsavel pelo efeito antinociceptivo
periférico dos opidides € originado a partir da NOS, uma vez que inibidores desta
enzima e também da guanilato ciclase bloqueiam o efeito antinociceptivo periférico
de farmacos como a morfina e também da crotalfina (GRANADOS-SOTO et al.,
1995; SACHS; CUNHA; FERREIRA, 2004; GUTIERREZ et al.,, submetido). O
incremento do GMPc, em neurdnios nociceptivos, € atribuido a maior sintese de NO,
proveniente da maior ativacdo da NOS neuronal, que pode ocorrer principalmente
pela Ca**/calmodulina ou através fosforilacdo pela PIBK/AKT. Assim, investigamos
se a crotalfina seria capaz de ativar a via da Akt em células do DRG em cultura.
Nossos resultados mostraram que o0 agonista de receptor opidide do tipo k, mas nao

a crotalfina, ativou a Akt em células do DRG, sugerindo que a crotalfina,
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diferentemente da morfina ou do U 50,488, ndo ativa esta via de sinalizacdo. Estes
resultados confirmam dados recentes obtidos em nosso laboratorio, em ensaios
comportamentais in vivo, mostrando que o efeito antinociceptivo da crotalfina ndo &
mediado pela ativacdo da via Plzquinase/Akt (Britto e Cury, comunicacao pessoal).
Portanto, outro mecanismo deve estar envolvido no efeito da crotalfina sobre a NOS,
como por exemplo, a ativagdo desta enzima por meio do célcio intracelular. Vale
ressaltar que o efeito da crotalfina sobre os niveis de GMPc é potencializado na
vigéncia de sensibilizacdo pela PGE,, fenbmeno em que se observa aumento nos
niveis de Ca®" intracelular. Experimentos adicionais serdo necessarios para o
entendimento destes mecanismos.

Dados de literatura, obtidos em experimentos in vitro utilizando diferentes
linhagens de células em cultura, mostram que a ativacdo de receptores opioides
acarreta ativacao da via das MAPKs (BELCHEVA et al., 1998; BOHN et al., 2000;
BELCHEVA et al., 2005; BRUCHAS et al., 2006) e que a ativacao diferencial das
enzimas que compdem esta via, parece ser importante para os efeitos de alguns
agonistas opidides. Komatsu e et al. (2009) mostraram que a injecao intratecal de
M3G, um metabdlito da morfina, promove ativagdo da ERK por um mecanismo
dependente da ativacdo da via NO/GMPc/PKG. Ainda, estudos realizados em
neurdnios hipocampais em cultura, mostram que doadores de NO promovem a
abertura de canais Karp nestas células e este efeito € mediado pela ativacdo da via
Ras/MAPK (LIN et al., 2004). Assim, avaliamos, em cultura de células do DRG, a
possivel ativacdo de MAPKSs, pela crotalfina, na auséncia ou presenca de
sensibilizacdo por PGE,. Nestes estudos, tanto a crotalfina quanto o agonista de
receptores opidides do tipo k, promoveram ativacdo de ERK1/2. Interessantemente,
quando as células foram pré-sensibilizadas com PGE,, esta ativacdo foi ainda maior
e revertida pelo antagonista de receptor opidide do tipo k. Estes dados mostrando
que a ativacdo da ERK1/2 é dependente da ativacéo do receptor k, sugerem uma via
de sinalizacao intracelular decorrente da ativagcao destes receptores e suportam o0s
resultados obtidos no ensaio de ELISA, mostrando que altera¢cdes conformacionais
nos receptores opiodides, podem ser indicativas da ativacdo destes receptores. Nao
foram presentemente realizados ensaios visando determinar as vias de sinalizagcéo
subsequentes a ativacdo da ERK1/2. Estudos demonstram que a ativagcdo desta via

leva a fosforilacédo do fator de transcricdo CREB, o qual esta envolvido na regulacao
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de diversos genes, incluindo a expressédo de dinorfina (KREIBICH e BLENDY, 2004;
CARLEZON JR.; DUMAN; NESTLER, 2005) e também de fatores pré-nociceptivos
como substancia P e CGRP (MA et al., 2001).

Dando continuidade a estes estudos, investigamos a ativacao, pela crotalfina,
de outra MAPK, a JNK. Esta via &€ normalmente relacionada ao estresse celular e
sinais proé-inflamatérios, incluindo ativagdo de citocinas, além de nocicepcdo
(MINDEN et al., 1994; ZHUANG et al., 2006). Dados de literatura tem mostrado que
agonistas de receptores opidides do tipo p e & ativam a JNK em células de linhagens
(SH-SY5Y e COS-7) transfectadas com estes receptores e que esta ativacdo é
dependente da via Plz quinase/Akt. Em relacdo aos agonistas de receptor k, a
ativacdo desta via parece ser independente da ativacdo da Pl; quinase (KAM et al.,
2004b; BRUCHAS et al., 2007). Nossos estudos demonstram que a crotalfina e o U
50,488 sado capazes de ativar a JNK e que esta ativagdo € maior na vigéncia de
sensibilizacdo por PGE,. Quando comparamos a ativacao da JNK pelo agonista e a
crotalfina, detectamos que a crotalfina ativa, aproximadamente, quatro vezes mais
esta quinase.

Nao temos ainda dados suficientes que possibilitem entender o papel desta
via de sinalizacéo, para o efeito antinociceptivo da crotalfina. Contudo € possivel que
a ativacdo desta via, pela crotalfina, bem como a maior ativacdo observada na
presenca de PGE,, favorecam a ativacdo de fatores de transcricAo que possam
contribuir para a expresséo de receptores/canais e/ou de outras vias de sinalizacéo,
envolvidos com a antinocicepcdo (SWEATT, 2004; THOMAS e HUGANIR, 2004;
CARLEZON et al., 2005; BRUCHAS et al.,, 2008). Cabe ressaltar que estamos
iniciando estudos, utilizando modelos comportamentais de avaliacdo de
sensibilidade dolorosa e inibidores de MAPKSs, para avaliar o envolvimento destas
quinases no efeito antinociceptivo da crotalfina, in vivo. Ainda, € nosso objetivo
investigar a possivel ligacdo entre o aumento da liberacdo de GMPc e a ativacéo de
MAPKS.

Interessantemente, os estudos utilizando Nor-BNI, antagonista de receptor «,
mostraram que este farmaco, per se, ativa esta via de sinalizacdo. Nossos
resultados estdo de acordo com os resultados obtidos por Bruchas e et al. (2007),
utilizando linhagem de células HEK293 expressando k-GFP, mostrando que o Nor-

BNI atua como um antagonista do receptor opibide k, possuido eficacia “colateral”.



piscussdo 157

Estudos sugerem que alguns antagonistas de GPCRs séo capazes de se ligar ao
receptor e induz sinalizacdo distinta da sinalizacdo classica do receptor pelo seu
agonista (URBAN et al., 2007).

Sabe-se que o Nor-BNI apresenta efeito de longa duragdo tanto in vivo,
quanto in vitro. Estes efeitos incluem antagonizar tanto o efeito antinociceptivo,
quanto a sinalizacdo intracelular induzida por ligantes de receptores opiodides «
(MELIEF et al., ; BRUCHAS et al., 2007). Esta longa duracdo € dependente da
ativacdo da JNK pelo antagonista, e independente da proteina G inibitéria, uma vez
a longa duracdo de acao deste antagonista € revertida pelo blogueio desta quinase,
mas nao € modificada pela toxina pertussis (BRUCHAS et al., 2007). Ainda, estudos
utilizando camundongos knockout para receptores opidides do tipo «, confirmam que
a acao do Nor-BNI é mediada pela ativagdo da JNK, uma vez que, nestes animais,
nao foi detectada fosforilagdo desta quinase no estriato e medula espinal destes
animais, pelo Nor-BNI (BRUCHAS et al., 2007). Efeitos de longa duracdo sao
também observados para outros antagonistas de receptor opidide k (NEGUS et al.,
2002; CARROLL et al., 2004).

Interessados na compreensdo dos mecanismos envolvidos na ativacéo
destas MAP quinases e levando em consideracdo que as proteina quinases C
(PKCs) estdo amplamente envolvidas em diversos tipos de sinalizacdo, em varios
tipos celulares, incluindo DRG (VELAZQUEZ et al., 2007), investigamos o
envolvimento da PKC no efeito da crotalfina sobre a ativacdo da ERK1/2 e JNK. E
importante mencionar que estudos realizados em células astrocitarias em cultura,
mostram que a ativagdo de ERK1/2 por agonistas de receptores opidides do tipo p, é
dependente da ativacdo da PKCe. Em relagdao ao receptor opidide «, Belcheva e et
al. (2005) demonstraram o envolvimento da PKC({ na ativagdo das MAPKs por
agonistas destes receptores em astrocitos. Estes autores mostraram que 0 agonista
de receptor opidide k é capaz de promover estimulacdo da atividade desta PKC e da
ERK, por uma hora. Nossos resultados indicam que a PKC( esta envolvida no efeito
da crotalfina sobre a ativacdo da ERK1/2 e JNK, uma vez que a inibicdo desta PKC
interferiu com a fosforilacdo destas quinases pela crotalfina. Em relacdo a JNK, é
interessante notar que detectamos reversao apenas do aumento de sua fosforilacao
induzida pela PGE,, sem interferir com o efeito da crotalfina per se sobre a

fosforilacdo desta quinase. Estes dados sugerem que a PGE, pode favorecer a
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ativacdo da PKC(E, por um mecanismo ainda desconhecido, contribuindo para o
aumento da ativagdo da JNK pela crotalfina. Assim, € possivel que a ativagdo de
receptores opidides « pela crotalfina, favoregca a atividade da PKC({, a qual
acarretaria a fosforilacdo de ERK1/2 e JNK.

Com o intuito de avaliar se, em nossas condi¢cbes experimentais, a crotalfina
apresenta efeito inibitério sobre a elevacdo de calcio intracelular, realizamos um
ensaio inicial sobre o efeito deste peptideo sobre a mobilizacdo de calcio induzida
por PGE,. Dados experimentais demonstram que dentre outros mecanismos, a
PGE, induz nocicep¢do pelo aumento das correntes de calcio intracelular,
favorecendo a liberacdo de neuropeptideos (FERREIRA e NAKAMURA, 1979a;
VASKO, 1995). Ainda, varios estudos tem mostrado que a ativacdo de receptores
opidides inibe correntes de calcio em neurdnios do DRG e este efeito é considerado
mecanismo primordial no efeito inibitério de opidides nestas células (STEIN;
SCHAFER; MACHELCKA, 2003). Ainda, através da inibicdo da adenilato ciclase, os
opidides suprimem correntes de cations nao seletivas induzidas pela PGE;
(INGRAM e WILLIAMS, 1994). Os nossos estudos foram realizados em colaboragao
com o Departamento de Neurobiologia da Universidade de Stanford, EUA. Apesar
de preliminares, os dados obtidos sugerem que a crotalfina, direta ou indiretamente,
inibe as correntes de célcio induzidas pela PGE,, em cultura de células obtidas do
DRG.

Baseado em dados mostrando que a morfina, e também ligantes seletivos de
receptor opidides do tipo p, inibem a atividade de receptores TRPV1 em modelo de
inflamacé&o induzida por CFA (ENDRES-BECKER et al., 2007), avaliamos o possivel
efeito da crotalfina sobre o influxo de calcio induzido por capsaicina. Nas nossas
condicdes experimentais, este peptideo nao foi capaz de interferir com a mobilizacao
de calcio acarretado por este agente. Cabe lembrar que o aumento do calcio
induzido pela capsaicina é decorrente de sua ligacdo aos receptores TRPV1, um
receptor ionotropico catidnico n&o-seletivo. Diferentemente, o aumento nas
concentragdes intracelulares de calcio, pela PGE; € indireto, resultante da ativagao
de PKC e PKA (MORIYAMA et al., 2005).
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Os dados apresentados indicam que:

v’ farmacos com atividade opidide apresentam maior eficacia local
antinociceptiva na vigéncia de sensibilizacdo aguda induzida pela PGE; ou de
hipernocicepcéo cronica induzida pela CCI. Estas condi¢cbes de sensibilizacao
interferem com a expressao génica e protéica de receptores opidides do tipo
M, k¥ e &. Contudo, estes receptores séo diferentemente regulados,
dependendo do estimulo e do tecido avaliado, podendo ainda, apresentar
maior ativacdo por seu agonista, nestas condi¢cdes. Estes resultados podem
contribuir para o desenvolvimento de estratégias que resultem em melhor
controle terapéutico dos diferentes tipos de dor.

v’ a crotalfina apresenta maior eficacia antinociceptiva na vigéncia de
sensibilizacdo e este efeito parece ser decorrente da maior ativacao de
receptores « (hipernocicepc¢éo induzida por PGE;) ou k e & (hipernocicepcéo
cronica induzida por lesdo de nevo). Os resultados indicam ainda, que a
crotalfina ativa a via de sinalizagcdao das MAPKSs, sendo que a sensibilizagcéo
induzida pela PGE, amplia este efeito. A ativacdo das MAPKs por este
peptideo, é mediada pela ativagdo de PKC{ em células do DRG. Estes
resultados abrem novos caminhos para a investigacdo destas vias de

sinalizacdo no controle da hipernocicepcao.
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