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RESUMO

Teixeira, Nathalia Bernardes. Avaliacdo do efeito da crotoxina em animais
portadores de encefalomielite autoimune experimental, um modelo animais de
esclerose multipla. 2012. 81 f. Dissertacdo (Toxinologia). Instituto Butantan,
Séo Paulo, 2012.

A esclerose multipla é uma doenca inflamatoria crénica, de origem autoimune, que
acarreta diversas alteracdes motoras, cognitivas e sensitivas. Dentre as alteracbes
sensitivas, a dor € um dos graves problemas que afetam pessoas portadoras desta
doenca, interferindo com diversos aspectos da vida do paciente. E importante
ressaltar que a esclerose mdultipla ndo tem cura, sendo que a terapéutica se
concentra nas ac¢des que retardam a progressao da doenca e promovem alivio dos
sintomas, melhorando a qualidade de vida do paciente. Apesar da importancia da
dor nos quadros de esclerose mudltipla, poucos estudos experimentais tém sido
realizados objetivando caracterizar os mecanismos envolvidos na sua génese. Este
fato decorre da dificuldade de avaliacdo da nocicepcao, uma vez que as alteracdes
motoras que acompanham a doencga dificultam e interferem com as respostas dos
animais em modelos experimentais de avaliacdo da sensibilidade dolorosa. Diversos
modelos animais de Encefalomielite Autoimune Experimental (EAE) tém sido
desenvolvidos para tentar reproduzir, em animais, as alteracdes anatbmicas e
comportamentais observadas na esclerose multipla em humanos. Foi demonstrado
recentemente que, em modelo de EAE induzida por imunizacdo com MOG3s 55, a
hiperalgesia e alodinia, dois fendmenos de sensibilizacdo que integram a
hipernocicepcao, aparecem em tempos anteriores ao aparecimento dos sintomas da
EAE, podendo ser considerados fenbmenos “marcadores” da mesma.

Numerosos trabalhos da literatura tém demonstrado a importancia de compostos
derivados de venenos ou toxinas animais no tratamento de uma grande variedade
de doencas humanas. Nesse sentido, estudos realizados utilizando a crotoxina,
neurotoxina isolada do veneno de serpentes Crotalus durissus terrif
demonstraram seu efeito analgésico, antiinflamatério e imunomodulatério em
diferentes modelos experimentais. Assim, o objetivo deste trabalho é avaliar o efeito
da crotoxina, tanto na dor quanto na instalacdo e evolucdo do quadro clinico da
Encefalomielite Autoimune Experimental, modelo animal da esclerose mudltipla.
Nossos resultados demonstram que a hiperalgesia neste modelo, surge antes dos
primeiros sinais clinicos, corroborando com os dados da literatura. A administragéo
de crotoxina, em dose Unica e nao tdxica, acarreta potente e duradouro efeito
antinociceptivo. Ainda, quando administrada em doses repetidas, esta toxina, além
de interferir com o fendmeno de hipernocicepc¢éo, interfere com o desenvolvimento e
a intensidade da doenca, observados por um retardo no inicio do aparecimento dos
sinais clinicos bem como por uma menor intensidade nestes sinais. Com relacéo a
mediacao quimica, observamos que o efeito antinociceptivo da crotoxina envolve a
participacdo de receptores peptideo formil, por acdo da lipoxina A4, e ainda, a
participacdo dos receptores muscarinicos. Uma vez que a esclerose multipla ndo
tem cura, os resultados obtidos até o momento ressaltam a importancia deste
estudo, bem como confirmam os possiveis efeitos terapéuticos observados
anteriormente para a crotoxina.

Palavras-chave: Analgesia; Crotalus; Crotoxina; Dor; Encefalomielite Autoimune
Experimental.



ABSTRACT

Teixeira, Nathalia Bernardes. Evaluation of crotoxin effect in the experimental
autoimmune encephalomyelitis, an animal model of multiple sclerosis. 2012. 81
p. Dissertation (Toxicology). Instituto Butantan, Sao Paulo, 2012.

Multiple sclerosis is a Central Nervous System inflammatory demyelinating disease
that has as primary symptoms losses of sensory, cognitive and motor functions.
Among the sensory alterations, pain is one of the major concern, affecting various
aspects of the patients lives. It is important to point out that MS has no cure, being
the therapeutic approaches focused on stopping disease progression and cumulative
neurological disability, promoting the relief of symptoms, improving the quality of life.
Despite the importance of pain in multiple sclerosis, few experimental studies have
been conducted in order to characterize the mechanisms involved in its genesis
since locomotor impairments that accompany the disease difficult the response of the
animals in experimental models of pain evaluation.

Several animal models of Experimental Autoimmune Encephalomyelitis (EAE) have
been developed, trying to reproduce, in animals, anatomical and behavioral changes
observed in human multiple sclerosis. Recently, it was demonstrated that in MOGg3s.
ss-induced EAE, an animal model of multiple sclerosis, hyperalgesia and allodynia,
two phenomena of sensitization, appear before the onset of EAE symptoms, been
considered "markers" of the same.

Numerous studies in the literature have demonstrated the importance of compounds
derived from animal poisons or toxins to treat a variety of human diseases. In this
meaning, studies using crotoxin, a neurotoxin isolated from the venom of Crotalus
durissus terrificus, demonstrated that this toxin is able to induce analgesic, anti-
inflammatory and immunomodulatory effects in different experimental models. Based
on these information, the aim of this study is to evaluate the effect of crotoxin in the
pain and in the onset and progression of clinical symptoms of experimental
autoimmune encephalomyelitis, an animal model of multiple sclerosis. Our results
demonstrated that MOGg3s.ss5-induced hyperalgesia arises before the onset of clinical
signs, confirming previous data from Literature. Crotoxin, administered in a single
dose, induced potent and long-lasting antinociceptive effect. When administered in
repeated doses, besides interfering with the phenomenon of hypernociception,
crotoxin interferes with the development and severity of the disease, observed by a
delay in the onset of clinical signs as well as a lower intensity of these signs. In
relation to the chemical mediation, the antinociceptive effect of crotoxin involves the
participation of formyl peptide receptors, through the release of lipoxin A4, and the
participation of muscarinic receptors. Since multiple sclerosis has no cure, results
herein obtained confirm the importance of this study as well as the possible
therapeutic effects of crotoxin previously observed.

Keywords: Analgesia; Crotalus; Crotoxin; Pain; Experimental Autoimmune
Encephalomyelitis.
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1. INTRODUCAO

1.1. Esclerose Multipla

A esclerose multipla (EM) é uma doenca inflamatéria crénica, desmielinizante
do Sistema Nervoso Central (SNC), que afeta mais de 2,5 milhfes de pessoas em
todo o mundo. E uma desordem de origem autoimune, onde o sistema imunoldgico
reconhece como antigenos, componentes do SNC, mais especificamente, peptideos
que constituem a bainha de mielina dos axonios de neurdnios (Sloane, Ledeboer et
al. 2009; Miller and Rhoades 2012). Podem ser observadas diversas alteracfes
motoras, cognitivas e sensorias, que acarretam perdas sensoriais, problemas
visuais, fraqueza muscular, ataxia, fadiga, alteragdes funcionais da bexiga e funcdes
intestinais, perda de memoria, dificuldades de coordenacéo e de fala, entre outros
(Aicher, Silverman et al. 2004; Slavin, Kelly-Modis et al. 2010).

Patologicamente a EM é caracterizada por placas de desmielinizacdo na
substancia branca do SNC, acompanhado por infiltrados perivasculares de células T,
B e macrofagos. Recentemente, as diversas lesdes observadas em pacientes com
EM foram classificadas em quatro subtipos (Lucchinetti, Bruck et al. 2000). Os tipos
de lesdo foram categorizados pelas diferencas na viabilidade e mecanismos de
morte dos oligodendrdcitos (apoptose ou necrose), a definicdo dos limites da lesédo e
a localizacdo das lesbes em relagéo as veias. Os quatro subtipos sédo: Subtipo 1.
Este subtipo possui a presenca predominante de células T, macrofagos e
substancias efetoras, como por exemplo, fator de necrose tumoral-a (TNF-a) e
interferon-y (IFN-y); Subtipo 2. Neste subtipo predominam a deposi¢cdo de
anticorpos especificos para glicoproteina de mielina de oligodendrocito (MOG) e
proteina basica de mielina (MBP), os quais estdo envolvidos nos mecanismos de
acdo de destruicdo dos tecidos; Subtipo 3. Lesbes com perda preferencial da
glicoproteina associada a mielina (MAG) e oligodendrogliopatia. Além disso, a
vulnerabilidade dos oligodendrocitos pode aumentar a resposta imunoldgica;
Subtipo 4. A degeneracdo de oligodendrocitos ndo apoptéticos € marcante. As
lesbes dos quatro subtipos contém linfécitos inflamatérios e células mieldides, no
entanto, lesdes do subtipo 2 distingue-se exclusivamente pela presenca de

depdsitos de Imunoglobulina G (IgG), bem como o complemento ativado, o que
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sugere um papel para os anticorpos no desenvolvimento dessas lesbes (Lucchinetti,
Bruck et al. 2000). Além das caracteristicas da lesdo descrita acima, proliferacdo de
astrocitos e danos axonais sdo observados em alguns pacientes (Lassmann, Raine
et al. 1998). O reconhecimento dos diferentes tipos dessa doenc¢a conduziu a visao
de que a patogénese da EM ndo decorre de uma unica via, envolvendo uma
sequéncia de eventos comuns a todos os pacientes. Ao invés disso, multiplas vias
de sinalizacdo que diferem nos disparadores especificos dessa doenca, nos
mecanismos de tolerancia imunologica e no tipo de células efetoras que causam a
doenca podem levar a EM (Lassmann, Raine et al. 1998; Lucchinetti, Bruck et al.
2000; Hemmer, Cepok et al. 2002). Embora estas questdes sejam dificeis de estudar
em seres humanos, modelos animais para EM tém fornecido algumas respostas
sobre os mecanismos que regulam as acdes de diferentes células do sistema
imunolégico capazes de mediar doencas autoimunes no SNC (Seamons, Perchellet
et al. 2003).

O primeiro evento importante na patogenia desta doenca é a ruptura da
barreira hematoencefalica. Esta ruptura ¢é decorrente de uma reacgao
neuroinflamatdria, onde citocinas pro-inflamatérias rompem as juncdes protéicas das
células endoteliais do sistema nervoso central, permitindo o influxo de células
inflamatdrias tanto na medula espinal como em regides supraespinais do SNC.
Essas alteracfes resultam em auto-agressdo ao SNC, mediada principalmente por
linfécitos T, além de marcante ativacdo de células da glia (microglia e astrocitos)
(Martin, McFarland et al. 1992; Petzold, Eikelenboom et al. 2002; Jadidi-Niaragh and
Mirshafiey 2011). Esta resposta inflamatéria é mediada principalmente por células T
helper (Th), sendo que as diferentes formas clinicas da EM decorrem do
envolvimento de diferentes populacdes de células Th, suas propor¢des no sitio
inflamatorio e a citocina predominante por elas geradas [interleucina (IL)-17,
produzida por células Th17 ou IFN-y, produzida por células Th1] (Martin, McFarland
et al. 1992; El-behi, Rostami et al. 2010). As células Thl e Thl7 tém papel
importante no desenvolvimento da EM e contrasta com visdes anteriores, onde
afirmava-se que a EM era mediada somente pela Thl (Pittock and Lucchinetti 2007).

Com relacéo as células Th17, a principal funcdo das citocinas produzidas por
estas células € a inducdo de reacdes inflamatorias. Por este motivo, elas séo

consideradas como potentes células lesivas em reagfes neuroinflamatérias no SNC
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(Hofstetter, Ibrahim et al. 2005; Iwakura and Ishigame 2006). Como citado
anteriormente, a IL-17 é uma das principais citocinas produzidas por estas células. A
IL-17 é um potente indutor de infiltrado de neutréfilos e citocinas inflamatorias
(lvanov, McKenzie et al. 2006; Jadidi-Niaragh and Mirshafiey 2011), e sua deteccao
em altos niveis em pacientes com EM indica a sua importancia na patogénese da
EM (Matusevicius, Kivisékk et al. 1999; Lock, Hermans et al. 2002). Foi observado,
ainda, que a alta expressao de IL-17 esta correlacionada com a gravidade da EM
(Matusevicius, Kivisdkk et al. 1999). Entre outras citocinas pro-inflamatérias
produzidas por células Th1l7, que sdo importantes para a patologia da EM, estdo
incluidas a IL-6, IL-21, IL-22, IL-23 e TNF-a (Sloane, Ledeboer et al. 2009; El-behi,
Rostami et al. 2010; Slavin, Kelly-Modis et al. 2010; Jadidi-Niaragh and Mirshafiey
2011).

A caracteristica mais marcante na inflamacdo do SNC, mediada por células
Thl, é o infiltrado de macréfagos. Como mencionado anteriormente, as células Thl
também produzem citocinas importantes na patogénese da EM, entre elas o IFN-y,
que tem papel relevante na promocédo da inflamacdo na medula espinal (El-behi,
Rostami et al. 2010). Além do seu efeito inflamatério, o IFN-y é capaz de regular a
diferenciacdo e/ou proliferacdo de células T. Neste sentido, o IFN-y induz a
diferenciagcdo de Thl e, ainda, inibe o desenvolvimento de Thl7, uma vez que a
presenca de IFN-y pode impedir que a IL-12 promova a expanséao das células Th17
(Harrington, Hatton et al. 2005). Além disso, IFN-y aumenta a expressdo de T-bet
(fator de transcricdo especifico e essencial para a expressao de IFN-y e do fenétipo
Thl), sendo que essa superexpressdo de T bet leva a uma robusta redugcéo na
producéo de IL-17 (Harrington, Hatton et al. 2005). Estes s&o alguns dos fatores que
contribuem para as diferentes formas clinicas da EM em decorréncia das diferentes
populacdes de células Th presentes.

Outro subtipo de célula T importante na EM é a célula T regulatéria (Tregs).
Estas células tém grande importancia ndo s6 na EM como também em outros tipos
de doencas autoimunes, uma vez que sdo capazes de controlar a doencga e prevenir
sua progressdo. Apesar destas células néo terem sua proliferacdo alterada na EM,
suas fungdes estdo diminuidas, levando ao comprometimento na sua capacidade de
controlar a progressdo da doenca (Huan, Culbertson et al. 2005). Nesse sentido,

ressaltamos a importancia da IL-2, um fator de crescimento celular critico para o
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desenvolvimento destas células. Ainda, a IL-2 acarreta a expansdo de
subpopulacdes de células NK (natural killer), células que possuem fung¢des inibitorias
em respostas inflamatoérias autoimunes, e é capaz ainda de inibir o desenvolvimento
de células Th17 (Hao, Campagnolo et al. 2011; Jadidi-Niaragh and Mirshafiey 2011).
Foi demonstrado que durante a EM as células NK estéo significantemente reduzidas
(Munschauer, Hartrich et al. 1995).

Apesar dos marcantes avan¢os no entendimento da patogenia da EM, os
detalhes dos mediadores inflamatérios envolvidos e sua sequéncia de liberacéo
ainda séo desconhecidos. Foi demonstrado que a degeneracédo axonal é a principal
responsavel pelas alteracdes neuroldgicas irreversiveis em pacientes com EM. Esta
leséo é observada no inicio da doenca e esta correlacionada com a intensidade da
resposta inflamatéria (Bjartmar, Wujek et al. 2003). Ensaios experimentais
demonstram que a administracdo de IL-2, tanto em pacientes portadores de
esclerose multipla quanto em modelo experimental de EAE remitente, acarreta tanto
a recuperacdo quanto a expansdo de células NK. Nestes animais, esta terapia
acarreta, ainda, retardo no inicio da doenca, maior intervalo entre os periodos de
remisséo da doencga e diminuig&do da sua severidade (Hao, Campagnolo et al. 2011).

Foi observado que as Igs estdo elevadas no fluido cérebro-espinal (CSF) de
pacientes com EM (Kabat, Baer et al. 1950) e este fato tem sido a prova mais
importante e mais antiga do envolvimento de células B e anticorpos na patogenia da
EM. A correlacéo entre 0 aumento de Ig no CSF, com episédios de agravamento, e
a auséncia de bandas oligoclonais (OCB) em alguns pacientes com EM, sugere o
envolvimento da resposta humoral nesta doenca (Sospedra and Martin 2005). As
células B ndo atravessam a barreira hematoencefalica intacta, no entanto, uma vez
que a inflamacao foi iniciada, as células B, anticorpos e componentes do sistema
complemento podem entrar no SNC. A observacdo do aumento de Igs no CSF de
pacientes com EM (Kabat, Baer et al. 1950), mas ndo no soro, indica uma producao
local de imunoglobulinas. A ativacdo de células B pode ocorrer devido a estimulagéo
por antigenos de proteinas proprias ou ndo, através de um efeito aleatério durante a
inflamacéo em lesGes de EM, ou pela estimulacdo de superantigenos. As células B e
0s anticorpos podem contribuir para a patogénese da EM de varias formas: (a) as
células B podem agir como células apresentadoras de antigenos (APCs),

sinalizando para as células T auto-reativas. O apoio a este mecanismo é que a
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especificidade dos epitopos dos anticorpos gerados durante a Encefalomielite
Autoimune Experimental, os epitopos de células T encefalogénicas e os epitopos de
células B e T imunodominantes em seres humanos muitas vezes se sobrepde; (b) as
células B podem proporcionar a co-estimulacdo de células T auto-reativas; (c) as
células B e Igs ligados a tecidos inflamados podem recrutar células T auto-reativas
para o SNC (Lou, Park et al. 2000); (d) Idiotope (uma parte do sitio de ligacdo do
antigeno) especifico de células T pode ser ativado por Igs do CSF, sendo que estas
células T sustentam as células B que produzem tais idiotopes (Holmoy, Vandvik et
al. 2003); (e) a producéo de anticorpos especificos de mielina e a destruicdo da
mielina no interior das placas, parece ser a forma mais importante de contribuicao
das células B para a patogénese da EM (Sospedra and Martin 2005).

Em 1959, pesquisadores demonstraram que fatores humorais teriam
importante papel na desmilinizacdo inflamatéria. Esse fato foi demonstrado em
ensaio in vitro de atividade desmielinizante induzida por um fator presente no soro,
mais tarde identificado como uma Ig especifica de mielina (Bornstein and Appel
1959). Mais evidéncias surgiram de estudos histopatoldgicos de tecidos do SNC e
da andlise do CSF. As células B, células plasmaticas e anticorpos especificos de
mielina foram detectados em placas de EM e em areas de desmielinizacao ativa em
pacientes com EM (Esiri 1977; Mattson, Roos et al. 1980; Genain, Cannella et al.
1999). Os anticorpos podem causar desmielinizacdo por diferentes maneiras, entre
elas, por opsonizacdo da mielina para a fagocitose (Trotter, DeJong et al. 1986;
Goldenberg, Kwon et al. 1989; van der Laan, SR et al. 1996), por ativacdo do
complemento, levando a deposi¢do do complexo de ataque de membrana (MAC) ou
ainda por citélise mediada pelo complemento (Mead, Singhrao et al. 2002).

A Figura 1 resume 0s acontecimentos mais importantes na EM. As células T
CD4" auto-reativas sdo ativadas na periferia por reconhecimento, por exemplo, de
um peptideo viral ou de algum outro sinal ndo definido, ou ainda por coestimulacéo
por diferentes fatores associados. Alguns fatores que contribuem para um ambiente
pré-inflamatério incluem citocinas derivadas de células T e APCs (por exemplo, IL-
12, IFN-y), a for¢ca de ativacdo e do contexto infeccioso. As células T ativadas
aderem ao endotélio da barreira hematoencefalica através de moléculas de adesao
(LFA-1 e VLA-4), e transmigram para o parénquima cerebral por meio de células

endoteliais vasculares cerebrais. Cabe ressaltar que diversos mecanismos ainda séo
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pouco claros, incluindo: o que orienta as células T CD4" para o SNC; se a
apresentacdo do antigeno nos nédulos linfaticos cervicais profundos € necesséria; e
se existe um gradiente de quimiocinas de dentro do parénquima cerebral para o
sangue durante os eventos iniciais. No entanto, experimentos com EAE mostraram
que células T encefalitogénicas sao transitGriamente encontradas nos nodulos
linfaticos cervicais profundos, e em seguida, reativadas localmente no SNC (Fligel,
Berkowicz et al. 2001). Posteriormente, citocinas pro-inflamatoérias [IFN-y, IL-23,
TNF-q, linfotoxina (LT)] e quimiocinas (RANTES, IP-10, IL-8, entre outros) (a) ativam
células residentes, como microglias e astrocitos; (b) recrutam outras células imunes,
incluindo mondcitos, células T CD8", células B e mastdcitos, a partir do sangue
periférico e, (c) orquestram a formacao da lesdo inflamatdria. A formacao da leséo
inflamatoria é caracterizada por abertura na barreira hematoencefalica com edema
no tecido apds a liberacdo de mediadores e proteases dos mastécitos, mondcitos e
células T, bem como, por uma série de moléculas pré-inflamatorias, radicais de
oxigénio e nitrogénio. Danos em tecidos do SNC, ou seja, da bainha de mielina, de
oligodendrdcitos e de axbnios, ocorrem nessa fase inicial da inflamacédo. Durante as
etapas acima, as células T CD4" auto-reativas dirigem esse processo, enquanto que
seu papel na fase efetora é provavelmente secundario. Numerosos processos
podem levar a danos na mielina, em oligodendrocitos e nos axdnios, incluindo: a
presenca de radicais livres, de TNF-a e de LT; - a deposicao direta do complemento
ou a ativacdo do complemento mediada por anticorpos; - a via de receptores Fc
citotéxico celular dependente de anticorpos; - fagocitose de mielina; - lise direta dos
axonios por linfocitos T CD8" citotdxicos; - secrecdo de proteases; e - apoptose dos
oligodendrocitos. Além disso, o aumento da producgéo e diminuicdo da degradacéo
ou recaptacdo de neurotransmissores excitatorios e de glutamato, pelos astrécitos,
leva a excitoxicidade dos oligodendrocitos mediada por glutamato, atraves do influxo
de calcio mediado por receptores deste neurotransmissor (Pitt, Werner et al. 2000).
O evento inflamatorio dura até duas semanas; como resultados sdo observados
axénios desmielinizados, oligodendrécitos e células T apoptéticas e transeccdes
axonais com saliéncias no bulbo, devido a interrupcéo do transporte axonal (Trapp,
Peterson et al. 1998). A partir dai, macrofagos carregam lipidios de mielina
fagocitada, iniciando a proliferacdo dos astrocitos. Apesar da limpeza dos detritos,

para inicio da resolucdo da leséo, ainda existe uma dominancia relativa de citocinas
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de células Th2/Th3, tais como IL-10 e fator de transformacéo do crescimento (TGF)-
B, e a secrecao de varios fatores de crescimento (fatores neurotréficos derivados do
cérebro, fatores de crescimento derivados de plaquetas, fatores neurotréfilos ciliares,
e fatores de crescimento dos fibroblastos), tanto por células residentes quanto por
células T. Precursores de oligodendrécitos que ainda estdo presentes no SNC
também séo ativados, e os oligodendrocitos sobreviventes comegam a remielinizar
as areas afetadas entre os nés, porém a espessura da mielina ndo € igual a original
e a velocidade de conducédo nervosa € mais lenta nessas regides reparadas, apesar

da redistribuicdo compensatdria dos canais de sadio.
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Figura 1: Diagrama esquematico mostrando as etapas patogénicas e fatores que contribuem para os
danos nos tecidos na EM (ver detalhes no texto) (Sospedra and Martin 2005).

A esclerose multipla manifesta-se freqientemente na idade reprodutiva (entre

20 e 40 anos) e como em muitas outras doencas autoimunes, existe maior
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incidéncia em mulheres do que em homens, sendo que diversos fatores tem sido
sugeridos para explicar esta diferenga, entre eles, os hormonios sexuais femininos, a
genética e o ambiente (Eikelenboom, Killestein et al. 2009; Tintoré and Arrambide
2009).

1.1.1. Tratamentos para esclerose multipla

A EM néo tem cura, sendo que a terapéutica se concentra nas agbes que
atrasam a progressao da doenca e melhoram a qualidade de vida do paciente pela
promocao do alivio dos sintomas.

Atualmente séo utilizados diversos medicamentos para o tratamento da EM.
Para reduzir a espasticidade podem ser utilizados paracetamol, baclofeno, diazepam
(O’Connor, Schwid et al. 2008) e canabindides (Leussink, Husseini et al. 2012). Para
o tratamento da dor cronica podem ser utilizados antidepressivos e
anticonvulsivantes (Finnerup, Gottrup et al. 2002; Dworkin, Backonja et al. 2003;
Finnerup, Otto et al. 2005; Attal, Cruccu et al. 2006), e também analgésicos opidides,
tramadol e inibidores de captacédo de serotonina e norepinefrina (Dworkin, Backonja
et al. 2003; Finnerup, Otto et al. 2005). Para as disfungbes urinarias geralmente sédo
utilizadas drogas anticolinérgicas, desmopressina, agentes vanildides, canabindides
e toxina botulinica (Tubaro, Puccini et al. 2012). Ainda, sao utilizados
imunomoduladores como o acetato de glatiramer e o interferon B (Croze, Yamaguchi
et al. 2012; Gasperini and Ruggieri 2012; Meuth, Gobel et al. 2012) e
corticosteroides (Nicholas and Rashid 2012). Thibault e cols (Thibault, Calvino et al.
2011) avaliaram experimentalmente, em animais, algumas drogas que geralmente
sao utilizadas no tratamento da esclerose multipla. Estes autores observaram que o
tratamento de animais portadores de EAE apds o surgimento dos sinais clinicos,
com acetaminofeno, gabapentina, tramadol e duloxetina n&o inteferem com o curso

da doenca em nenhum dos animais testados.

1.1.2. Dor em pacientes com Esclerose Multipla

Dentre as altera¢gfes sensitivas, a dor € um dos graves problemas que afetam
pessoas portadoras de esclerose multipla. Estima-se que entre 44 e 80% das
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pessoas que sofrem de esclerose mdultipla, apresentam dor em alguma fase da
doenca (Ehde, Osborne et al. 2006; Osborne, Jensen et al. 2007; Hirsh, Turner et al.
2009; Sloane, Ledeboer et al. 2009; Nick, Roberts et al. 2012). A dor da esclerose
multipla pode ser de origem neuropatica ou musculo-esquelética, aguda ou cronica.
Na maioria dos casos, o individuo apresenta dor cronica, severa e difusa,
interferindo com diversos aspectos da sua vida, entre eles o sono, a recreacao e
atividades ocupacionais, sendo que nesta fase os pacientes apresentam, ainda,
graves sintomas de depressao (Ehde, Osborne et al. 2006; Osborne, Jensen et al.
2007; Hirsh, Turner et al. 2009; Sloane, Ledeboer et al. 2009; Nick, Roberts et al.
2012). A dor da EM pode ser originaria de diferentes fatores, entre eles, a
inflamacéo caracteristica desta doenca, dor neuropatica resultante da lesdo do
sistema nervoso central, parestesia resultante da lesdo de neurbnios do ganglio
dorsal da medula espinal, neuralgia decorrente de leséo no trigémeo, dor secundaria
resultante de espasmos e contragdes musculares decorrentes de desmielinizacdo do
tronco cerebral ou da medula espinal e hipertonicidade muscular secundaria as
lesbes dos tratos corticoespinal, corticobulbar ou bulboespinal. Ainda, podem ser
observadas dores de origem musculo-esquelética resultantes de anormalidade
postural e enxaquecas (Ehde, Osborne et al. 2005; Osborne, Jensen et al. 2007;
Nick, Roberts et al. 2012).

1.2. Modelos experimentais para o estudo de esclerose mdltipla -

Encefalomielite Autoimune Experimental (EAE)

Diversos modelos animais de Encefalomielite Autoimune Experimental (EAE)
tém sido desenvolvidos para tentar reproduzir, em animais, as alteracdes
anatomicas e comportamentais observadas na esclerose mdultipla em humanos.
Estes modelos tém sido utilizados para estudar tanto o desenvolvimento e
progressdo da doenca, quanto para ensaios pré-clinicos para avaliagdo de novas
drogas com potencial terapéutico (Sloane, Ledeboer et al. 2009). Estes modelos
reproduzem a inflamag¢éo no SNC, a desmielinizacédo dos neurdnios e as alteracbes
motoras observadas na esclerose multipla (Baxter 2007; Basso, Frenkel et al. 2008;
Olechowski, Parmar et al. 2009). A EAE pode ser induzida em camundongos

geneticamente suscetiveis, pela imunizacdo destes animais com uma emulsédo
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contendo antigenos relacionados a mielina. Para tanto, podem ser utilizados a
proteina bésica de mielina 84-104 (MBPgs_104), proteina proteolipidica 139—
151(PLP139-151), ou glicoproteina de mielina de oligodendrdcitos 35-55 (MOGg3s_s5).
Dependendo da linhagem de camundongos e do antigeno utilizado, diferencas no
curso de desenvolvimento da doenca e nos sintomas apresentados podem ser
encontradas (Basso, Frenkel et al. 2008; Olechowski, Parmar et al. 2009; Rodrigues,
Sachs et al. 2009).

O MOG é uma glicoproteina transmembranica que possui 218 amino-acidos,
pertencente a superfamilia das Imunoglobulinas (Ig). E menos abundante do que as
principais proteinas de mielina (0,01% - 0,05%), e ndo est& localizado na mielina
compacta, mas sim na superficie externa da membrana dos oligodendrocitos.
Devido a esta localizagdo “estratégica”, & diretamente acessivel a anticorpos e
acretita-se ser relevante como um alvo para as respostas imunes celular e humoral
na EM. O MOG é expresso no final da mielinizacdo e s6 é encontrado no cérebro,
medula espinal e retina, ndo sendo encontrado em nervos periféricos (Sospedra and
Martin 2005). A EAE induzida por MOG pode ser melhor examinada em
camundongos C57BL/6, no qual o peptideo MOGg3ss5 induz uma EAE crbnica
(Mendel, Kerlero de Rosbo et al. 1995; Sospedra and Martin 2005).

1.2.1. Alteracdes da sensibilidade dolorosa em animais portadores de EAE

Como citado anteriormente, dentre as alterac6es sensoriais, a dor € um dos
graves problemas que afetam pessoas portadoras de esclerose multipla. Apesar da
sua importancia, poucos estudos experimentais tém sido realizados com o intuito de
caracterizar os mecanismos envolvidos na sua génese e controle. Isto porque as
alteracbes motoras que acompanham a doenca dificultam e interferem nas
respostas dos animais em modelos experimentais de avaliacdo da sensibilidade
dolorosa.

Porém, recentemente, diferentes grupos de pesquisadores, utilizando modelo
de EAE induzida pela imunizacdo com o peptideo MOGg3s55 demonstraram o
aparecimento de hiperalgesia (Rodrigues, Sachs et al. 2009) e alodinia (Olechowski,
Parmar et al. 2009; Lisi, Navarra et al. 2012; Yuan, Shi et al. 2012), dois fenbmenos

de sensibilizagdo que integram a hipernocicep¢do, em tempos anteriores ao
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aparecimento dos sintomas da doenca, podendo ser considerados fenémenos
“‘marcadores” da mesma. Rodrigues e cols (Rodrigues, Sachs et al. 2009)
demonstraram, em modelo de hipernocicepcdo mecanica, que o fendbmeno de
hiperalgesia (definida como aumento da sensibilidade a dor) pode ser observado no
7° dia apls imunizacdo dos animais, enquanto os sinais clinicos que evidenciam a
EAE apareceram apenas no 10° dia, com pico de déficit motor no 14° dia. Ja os
resultados de Olechowski e cols (Olechowski, Parmar et al. 2009) demonstraram que
0s primeiros sinais de alteracdo motora dos animais surgem entre o 13° e o 19° dias
apos imunizacdo, enquanto que as alteragbes na sensibilidade dolorosa dos
animais, pela detecgéo da alodinia (definida como dor em resposta a um estimulo
nao nocivo) tactil e ao frio, surgem entre o0 5° e 0 7° dias. Lisi e cols (Lisi, Navarra et
al. 2012) avaliando alodinia mecéanica, demonstraram que este fenbmeno surge a
partir do 4° dia apds a imunizacdo, sendo que 0s primeiros sinais clinicos
comecaram a aparecer somente a partir do 14° dia. Yuan e cols (Yuan, Shi et al.
2012) demonstraram que a alodinia surge a partir do 4° dia apds a imunizacdo e 0s
sinais clinicos comecam a aparecer somente a partir do 13° dia.

Assim, estes autores demonstraram que, neste modelo de EAE, as alteragcbes
de sensibilidade dolorosa surgem antes das primeiras evidéncias de sinais clinicos
da doenca, podendo ser estudada independentemente da presenca das alteracdes

motoras dos animais.

1.3. Crotoxina e seus possiveis efeitos terapéuticos

Numerosos trabalhos da literatura tém demonstrado a importancia de
compostos derivados de produtos naturais e/ou venenos animais no tratamento de
uma grande variedade de patologias humanas. Isto se deve ao fato de milhdes de
anos de evolucdo terem conferido a estas substancias duas caracteristicas
importantes para o desenvolvimento de um farmaco: especificidade e seletividade a
seus alvos (Bailey and Wilce 2001; Lewis and Garcia 2003; Cury and Picolo 2006).

Nesse sentido, diversos estudos tém sido realizados, utilizando venenos ou
toxinas animais, buscando identificar acdes terapéuticas diversas nestes compostos.
Particularmente em nosso laboratorio, o veneno da serpente Crotalus durissus

terrificus (Figura 2) tem sido objeto de diversos estudos.
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Figura 2: Serpente Crotalus durissus terrificus (Fonte: http://cobrasserpentes.blogspot.com.br/2012/0
9/cascavel.html)

O veneno de serpentes Crotalus durissus terrificus € composto por uma
mistura de peptideos biolégicamente ativos e proteinas com atividade enzimatica
(Brazil 1972). O diagnéstico clinico do envenenamento por estas serpentes baseia-
se principalmente na observacdo de manifestacbes sistémicas decorrentes da
atividade neurotoxica do veneno. Os sintomas do envenenamento caracterizam-se
pelo aparecimento da chamada face miasténica ou face neurotoxica, onde se
observam ptose palpebral, diplopia, oftalmoplegia, flacidez na musculatura facial e
paralisia dos nervos cranianos. Além disso, sdo observados urina escurecida,
refletindo a eliminacdo de mioglobina, com manifestacao evidente de rabdomidlise,
decorrente da atividade miotoxica do veneno (Rosenfeld 1971; Azevedo-Marques, P.
et al. 1992). Apesar da presenca de efeitos sistémicos marcantes, ndo Ssao
observados, nestes envenenamentos, sinais inflamatérios significativos no local da
picada (Brazil 1934; Amorin, R. et al. 1951). Nestes acidentes sao relatados
auséncia de dor local ou dor local de pequena intensidade, seguida de parestesia,
as vezes regional, com sensacdo de formigamento e adormecimento (Rosenfeld
1971; Azevedo-Marques, P. et al. 1992).

Dentre os diferentes compostos presentes neste veneno, a crotoxina € o
principal componente téxico responsavel pela elevada toxicidade do veneno,
contribuindo com cerca de 80% da letalidade do veneno bruto (Brazil 1934). Esta
toxina foi isoloda por Slotta e Fraenkel-Conrad, em 1938, e sua estrutura foi descrita

por Fraenkel-Conrad e Singer, em 1956. A crotoxina é uma [-neurotoxina
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heterodimérica, tendo como efeito principal o bloqueio da juncdo neuromuscular.
Esta toxina é formada pela associagdo nao-covalente de duas diferentes
subunidades: a crotapotina (componente CA) e a fosfolipase A, (FLA, — componente
CB). O peso molecular da crotoxina varia de 24 a 26 kDa, apresentando atividades
fosfolipésica, neurotdxica e miotdxica (Brazil 1972; Gopalakrishnakone, Dempster et
al. 1984).

A subunidade CB (FLA;) tem cerca de 14 kDa, sendo constituida por uma
cadeia polipeptidica unica contendo 123 residuos de aminoacidos, formando
estruturas globulares associadas por sete pontes dissulfidicas (Aird, Yates et al.
1990). A subunidade CB confere atividade fosfolipasica ao veneno crotalico ou a
fracdo crotoxina. A FLA, per se apresenta maior atividade enzimatica que o
complexo crotoxina, porém menor toxicidade, uma vez que sdo necessarias doses
maiores desta fosfolipase, quando comparado ao veneno ou crotoxina, para a
inducg&o do bloqueio da transmissdo neuromuscular (Choumet, Bouchier et al. 1996).
Estudos tém demonstrado que a atividade enzimética desta FLA, é relevante para
alguns de seus efeitos farmacologicos como letalidade, miotoxicidade e atividade
coagulante. Ainda, diferentes regides do sitio catalitico da FLA, estdo envolvidos nos
efeitos toxicos e farmacoldgicos induzidos pela molécula (Soares, Mancin et al.
2001).

A subunidade crotapotina tem peso molecular de 8,9 kDa, e é desprovida de
atividade enzimatica e toxica. Foi demonstrado, através de estudos de
caracterizacdo e sequenciamento, que esta subunidade é formada por trés cadeias
polipeptidicas, com 88 aminoacidos, unidas por sete pontes dissulfidicas (Aird, Yates
et al. 1990). A funcdo da crotapotina ndo estéd totalmente caracterizada, porém é
aceito que esta molécula atue como carreadora da FLA,, potencializando a atividade
letal desta fosfolipase, ao mesmo tempo em que diminui sua atividade enziméatica
dentro do complexo crotoxina (Bon, Bouchier et al. 1989; Choumet, Bouchier et al.
1996). Estudos demonstraram que a crotoxina exerce seu efeito por meio da
associacdo da fracdo FLA, aos seus alvos nas membranas plasmaticas nas
terminacbes nervosas pré-sinapticas. Delot e Bon (1993) observaram que a
subunidade crotapotina (CA) participa temporariamente da etapa na qual a
fosfolipase A, (CB) se associa ao seu aceptor na membrana plasmatica, formando
um complexo ternario transitério. A subunidade CA se dissocia do complexo
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crotoxina apenas apos a ligacéo irreversivel da FLA; ao seu aceptor (Delot and Bon
1993).

Apesar do seu efeito toxico, varios estudos experimentais e dados clinicos
tém evidenciado que, adicionalmente as atividades neurotoxica e miotoxica, a
crotoxina apresenta, em doses ndo-tdxicas, efeito imunomodulatoério,
antiinflamatdrio, antitumoral e analgésico (Cura, Blanzaco et al. 2002; Castro, Farias
et al. 2007; Nogueira-Neto, Amorim et al. 2008; Nunes, Zychar et al. 2010; Sampaio,
Hyslop et al. 2010).

Em relagdo aos efeitos sobre o sistema imune, Cardoso e Mota (Cardoso and
Mota 1997) demonstraram que animais tratados com crotoxina e imunizados com
albumina sérica humana ou ovoalbumina produzem menores niveis de anticorpo
IgG1, quando comparado a animais controles. Resultados semelhantes foram
obtidos por Zambelli e Cury (comunicagdo pessoal) em animais imunizados com
albumina sérica bovina, demonstrando o efeito supressor da crotoxina sobre a
resposta imunoldgica humoral. Ainda, a crotoxina acarreta inibicdo da proliferacao
de linfécitos em cultura (Garcia, Toyama et al. 2003) e de células esplénicas,
induzida por concavalina A, sendo esta Ultima atribuida a ambas subunidades da
crotoxina (Cardoso, Lopes-Ferreira et al. 2001; Rangel-Santos, Lima et al. 2004).

Corroborando estes dados, Zambelli e Cury (comunicacdo pessoal)
demonstraram que linfocitos isolados de linfonodos mesentéricos de ratos injetados
com a subunidade CB apresentam uma baixa resposta proliferativa quando
estimulados com concavalina A. Ainda, células esplénicas obtidas de animais
tratados com crotoxina e estimulados com este mesmo agente liberam baixos niveis
de IL-4 e IL-10 (Cardoso, Lopes-Ferreira et al. 2001; Rangel-Santos, Lima et al.
2004). Estes dados sugerem que as alteracdes na liberacdo de citocinas podem
modular a acdo da crotoxina na resposta imune humoral e na proliferacdo de
linfocitos (Sampaio, Hyslop et al. 2010).

Ainda em relacdo ao efeito modulador da crotoxina sobre a funcionalidade de
leucdcitos, varios dados experimentais tém indicado que a crotoxina interfere com o
namero de leucacitos circulantes, além de aumentar os niveis séricos de citocinas
(IL-6 e IL-10) e de glicocorticoides (Cardoso, Lopes-Ferreira et al. 2001). Zambelli e
cols (Zambelli, Sampaio et al. 2008) demonstraram que a crotoxina, quando

administrada em ratos, diminui o numero de linfécitos tanto na circulagdo sanguinea
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periférica quanto na linfa, além de favorecer a aderéncia de leucécitos as células
endoteliais da microcirculagdo sanguinea e em vénulas do endotélio alto de
linfonodos. Estas alteracbes parecem ser consequéncia, pelo menos em parte, de
alteracbes na expressdo de moléculas de adesdo, uma vez que foi detectado
aumento na expressdo de LFA-1 em linfocitos obtidos de animais tratados com a
toxina, sendo que estas alteracfes sdo moduladas, ainda, por mediadores lipidicos
derivados da via da 5-lipoxigenase (Zambelli, Sampaio et al. 2008).

Com relacdo ao efeito antiinflamatério, foi demonstrado que a crotoxina
acarreta efeito antiedematogenico de longa duracdo, avaliado no edema de pata
induzido por carragenina em camundongos e mediado por receptores do tipo
peptideo formil (Nunes, Zychar et al. 2010). Ainda, sua subunidade crotapotina
também é capaz de inibir edema de pata induzido por carragenina em ratos, através
da interacdo com fosfolipases secretérias liberadas durante o processo inflamatério
(Landucci, Antunes et al. 1995; Sampaio, Hyslop et al. 2010).

Adicionalmente aos dados “in vivo”, Sampaio e cols demonstraram que a
crotoxina inibe as funcdes de espraiamento e fagocitose de macrofagos peritoneais
(Sampaio, Brigatte et al. 2003). Estes autores demonstraram que macréfagos
tratados com crotoxina apresentam polimerizacdo anormal dos filamentos de actina
e inibicdo da fosforilacdo e da ativacdo de proteinas das vias de sinalizacao
intracelular, envolvidas com o processo de fagocitose (Sampaio, Santos et al. 2006),
0 que pode contribuir para as alteracdes induzidas pela toxina neste processo.
Ainda, este efeito inibitério da toxina sobre os macréfagos € mediado por
mediadores lipidicos derivados da via das lipoxigenases, (Sampaio, Santos et al.
2006; Zambelli, Sampaio et al. 2008) sendo que a crotoxina promove, ainda,
aumento da secrecéo de lipoxina A4, que tem sua agdo mediada pelos receptores
peptideo formil, por estas células (Nunes, Zychar et al. 2010).

Além das agbes antiinflamatoria e imunomoduladora, foi também sugerida
acdo analgésica para a crotoxina (Zhang, Han et al. 2006; Zhu, Wu et al. 2008).
Estudos tém mostrado que esta toxina € capaz de induzir antinocicep¢cdo em
diferentes modelos experimentais de dor aguda e crbnica. Zhang e cols mostraram
em modelos experimentais de dor aguda, que a crotoxina induz antinocicepcao,
decorrente de acdo central, sendo este efeito independente da participacdo de
receptores muscarinicos ou opidides (Zhang, Han et al. 2006). Estudos realizados
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em nosso laboratério mostraram que a crotoxina induz efeito antinociceptivo de
longa duracdo em modelo de dor neuropatica induzida pela transec¢do do nervo
ciatico de ratos, interferindo ndo s6 com o processo nociceptivo, mas também
retardando a formacao de neuromas. Neste modelo de dor crénica, o efeito da toxina
€ mediado pela ativagdo de receptores muscarinicos centrais e a-adrenoceptores
(Nogueira-Neto, Amorim et al. 2008). Corroborando o efeito antinociceptivo, Brigatte
e Cury (comunicacao pessoal) evidenciaram que a crotoxina acarreta antinocicepgao
no modelo de tumor de pata de ratos induzido por carcinoma de Walker 256, inibindo
ainda o préprio desenvolvimento do tumor, podendo ser esta inibicdo da massa
tumoral um dos fatores responsaveis pelo efeito antinociceptivo.

Adicionalmente as evidéncias experimentais, ensaios clinicos de fase |
mostraram que a crotoxina diminui a dor de pacientes portadores de neoplasias,
bem como acarreta regressédo do tumor destes pacientes (Cura, Blanzaco et al.
2002). E importante salientar que o efeito analgésico da crotoxina foi detectado
mesmo nos pacientes que ndo apresentam regressao dos tumores.

Nesse sentido, a crotoxina tem sido a molecula lider nos estudos da empresa
irlandesa Celtic Biotech Ltda, uma empresa biofarmaceutica que desenvolve novas
terapias especificas para o tratamento de cancer e da dor. Estudos conduzidos por
esta empresa tém demonstrado que a crotoxina induz analgesia mais potente que a
morfina, quando comparada em base molar, sem acarretar dependéncia fisica

(http://www.celticbiotech.com).

Assim, baseado nos fatos de que a esclerose multipla é uma doenca
inflamatoria crénica de origem autoimune, sendo que um dos sintomas importantes é
a ocorréncia de dor intensa e que a crotoxina apresenta efeito imunomodulatério,
antiinflamatdrio e analgésico, € nosso objetivo avaliar a acdo da crotoxina tanto na
dor quanto na instalacdo e evolucéo do quadro clinico da Encefalomielite Autoimune

Experimental, modelo animal de esclerose multipla.
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2. OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho foi avaliar a acdo da crotoxina tanto na dor quanto
instalacéo e evolugéo do quadro clinico da Encefalomielite Autoimune Experimental
induzida por MOGg3s 55, modelo animal de esclerose mdltipla, avaliando ainda as vias
de mediacdo deste composto nesta doenca. Assim 0s objetivos especificos deste
trabalho foram:

- Implementagédo do modelo de Encefalomielite Autoimune Experimental (EAE) em
nosso laboratorio;

- Avaliar o efeito da crotoxina na hiperalgesia mecanica induzida pela imunizagéo
dos animais com MOGg3s.ss;

- Avaliar se o tratamento com a crotoxina interfere com a instalacdo das alteracdes
motoras e sinais clinicos causados pela Encefalomielite Autoimune Experimental;

- Avaliar a mediacédo quimica do efeito antinociceptivo da crotoxina.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Animais

Foram utilizados camundongos fémeas C57BL/6. Os animais foram
fornecidos pelo Biotério Central do Instituto Butantan, mantidos com &gua e ragédo ad
libitum em sala apropriada, com isolamento acustico, temperatura controlada (22°C
+ 2) e ciclo claro-escuro (12:12 h), em caixas de micro-ambiente por um periodo
minimo de 3 dias antes dos experimentos. Todos os procedimentos foram realizados
de acordo com o “Guia Etico para o Uso de Animais Conscientes em Ensaios de
Dor”, publicado pela IASP (Zimmermann 1983) e foram aprovados pelo Comité de
Etica no Uso de Animais do Instituto Butantan (CEUAIB, protocolo n°® 757/10).

3.2. Inducéo da EAE

Para indugéo da EAE, os animais foram imunizados por via subcutanea (s.c.)
com 200 pug de MOG3s.55 em CFA (adjuvante completo de Freund) contendo 5 mg/ml
de M. tuberculosis (H37Ra, Difco) (Basso, Frenkel et al. 2008). Imediatamente apés
a imunizacdo e 48 horas depois 0s animais receberam injecao intraperitoneal (i.p.)
contendo 200 ng de toxina de pertussis (Sigma-Aldrich). Animais controle foram
tratados com o veiculo (CFA, s.c. e PBS, i.p.). Os animais foram acompanhados
diariamente quanto ao desenvolvimento da doenca de acordo com 0s seguintes
critérios: 0, auséncia de sintomas; 1, perda do ténus da cauda; 2, paralisia parcial
dos membros posteriores; 3, paralisia total de membros posteriores; 4, paralisia total
dos membros posteriores e parcial dos anteriores; 5, diminuicdo da responsividade e
morte (eutanasia). Animais que receberam grau 4 foram avaliados 2 vezes ao dia e

foram eutanasiados na ocorréncia de trés graus 4 consecutivos.

3.3. Delineamento Experimental

Apés um periodo de adaptacdo dos animais no laboratorio, e de adaptacéo
aos aparelhos utilizados neste projeto, os animais foram imunizados para inducéo da

EAE como descrito no item 3.2. Apés a imunizagcdo, os animais foram avaliados
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diariamente quanto a sensibilidade dolorosa e a atividade motora, utilizando os
modelos de von Frey eletrénico (item 3.4) e Rota Rod (item 3.5), respectivamente, a
fim de se determinar o inicio das alteracdes de sensibilidade dolorosa e alteracdes
motoras. Também foram avaliados diariamente quanto ao aparecimento dos sinais
clinicos da EAE, de acordo com os critérios descritos no item 3.2. Determinados 0s
periodos de instalacdo de cada um dos quadros (dor, alteracdo motora e sinais
clinicos), os animais foram tratados com crotoxina (40 ug/kg). A escolha da dose da
crotoxina se baseou em trabalhos demonstrando, que, nesta dose, a crotoxina
acarreta efeito antiinflamatério sem induzir qualquer sinal de efeito toxico (Nunes,
Zychar et al. 2010). A crotoxina foi inicialmente administrada apds o aparecimento
das alteracdes na sensibilidade dolorosa, um indicativo do inicio da doenca. Essa
administracdo ocorreu em uma unica dose ou em doses repetidas (5 doses). Neste
segundo esquema, as 5 doses foram administradas em dias consecutivos ou com
intervalo de 3 dias a cada dose. Determinada a capacidade da crotoxina em interferir
com a dor e os sinais clinicos da EAE, investigamos a participacdo de alguns
possiveis mediadores do efeito antinociceptivo da crotoxina. Para tanto, os animais
foram tratados com Boc 2, um antagonista seletivo de receptor peptideo formil. Apés
verificar que esses receptores estdo envolvidos no efeito antinociceptivo da
crotoxina, utilizamos o NDGA, um inibidor da via das lipoxigenases, para verificar a
participacdo da Lipoxina A4. Adicionalmente, realizamos ensaios para verificar a
participacdo dos receptores muscarinicos utilizando o sulfato de atropina, um

antagonista de receptores muscarinicos.

3.4. Avaliagdo da sensibilidade dolorosa: Determinacdo da hiperalgesia

mecanica pelo von Frey Eletrénico

Para avaliacdo da sensibilidade dolorosa foi utilizado o von Frey eletrénico
(Figura 3). Para a realizagcado do teste, os animais foram colocados em caixas de
acrilico, suspensas aproximadamente 30 cm da bancada, com fundo de arame, para
permitir acesso as patas. Abaixo destas caixas foram colocados espelhos, que
permitiram observar a pata do animal de qualquer angulo. Os animais foram
colocados nestas gaiolas 30 minutos antes do inicio do teste, para adaptacéo

comportamental. Os testes foram realizados apenas quando os animais ficaram
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quietos, sem movimentos exploratorios ou defecacdo e sem lamberem seus
membros. Neste experimento, uma medida de pressdo eletrbnica € mensurada
através de um transdutor de pressao adaptado por um cabo a um contador digital de
forca (em gramas). A precisao do aparelho € de 0,1 g e o aparelho € calibrado para
registrar uma forgca maxima de 150 g, mantendo a precisédo de 0,1 g até a forca de
80 g (Insight Equipamentos Ltda., Ribeirdo Preto, SP, BRA). Quando utilizado em
camundongos, a forca maxima aplicada € de 18 g. O contato do transdutor de
pressdo a pata foi realizado através de uma ponteira descartavel de polipropileno de
0,5 mm? Uma forca perpendicular crescente foi aplicada na &rea central da
superficie plantar do membro posterior dos animais e interrompida automaticamente
guando os animais apresentaram uma resposta reflexa de retirada da pata. A
estimulacdo da pata foi repetida até que os animais apresentassem duas medidas
similares (Cunha, Verri et al. 2004). Os animais foram submetidos a analise da
sensibilidade dolorosa antes (medida basal) e todos os dias ap6s a imunizagdo com
MOG3s.55, até que aparecessem 0s primeiros sinais clinicos das alteracées motoras.

Os resultados foram expressos com A da resposta, onde o A corresponde a MI-MF.

Figura 3: von Frey eletrénico (Fonte: http://www.dol.inf.br/Html/MetodosExperimentais.html).

3.5. Avaliagédo da atividade motora pelo teste do Rota Rod

As alteracOes de habilidade e coordenacdo motoras foram avaliadas pelo
rota-rod (Figura 4), utilizando-se metodologia descrita por Dunham e Miya (Dunham
and Miya 1957). O aparelho de rota-rod consiste basicamente de um cilindro distante

7cm da superficie da mesa, que gira a velocidade constante de 18rpm. Para manter-
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se sobre cilindro giratério, o animal necessita locomover-se, de modo que a
capacidade locomotora pode ser entdo quantificada cronometrando-se o tempo de
permanéncia do camundongo sobre o cilindro. O tempo é imediatamente
interrompido quando o animal cai da barra giratoria. O tempo de 120 s foi utilizado
como tempo de corte. Os animais foram treinados no aparelho, diariamente, até que
apresentassem tempo de permanéncia no aparelho semelhante em dias
consecutivos. O teste foi empregado antes e diariamente apds a inducdo da EAE.
Os resultados foram avaliados através da comparacdo das meédias das medidas
iniciais e finais ou, quando determinado, através da comparacdo das médias obtidas

nos diferentes grupos experimentais.

Figura 4: Aparelho do Rota Rod (Fonte: http://tmc.sinica.edu.tw/rotarod.html).

3.6. Tratamentos farmacolégicos

Crotoxina — Purificada do veneno bruto de serpentes da espécie Crotalus durissus
terrificus, segundo o meétodo descrito por Faure e Bon (Faure and Bon 1987),
modificado. A purificagéo foi realizada utilizando cromatografia de troca aniénica em
uma coluna MONO-Q HR 5/5 de 5 ml, em sistema FPLC (fast-performance liquid
chromatography, Pharmacia), em tampéao Tris/HCI 50 mM, pH 7,0. As proteinas
adsorvidas a resina foram eluidas por um gradiente linear de 0 a 1 M NaCl,
tamponado com o tampao de equilibrio, coletadas, e a eluicdo acompanhada pela
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leitura da absorbancia a 280 nm. As fragcdes contendo a crotoxina foram testadas
quanto a homogeneidade por eletroforese em gel de poliacrilamida e a atividade de
fosfolipase A2, analisada em substrato cromogénico. Os tubos correspondentes a
crotoxina foram reunidos e dialisados e a sua concentracdo determinada pelo
método de Bradford (Bradford 1976). A crotoxina foi administrada na dose de 40
Hg/kg, uma dose sabidamente ndo toxica (Nunes, Zychar et al. 2010), apds o inicio
da manifestacdo da dor. A crotoxina foi gentiimente cedida pela Dra. Sandra

Coccuzo Sampaio Vessoni, do Laboratério de Fisiopatologia do Instituto Butantan.

Boc 2 — Antagonista de receptor peptideo formil, Boc 2 (butoxycarbonyl-Phe-Leu-
Phe-Leu-Phe, Phoenix Pharmaceutical Inc, USA), na dose de 10 mg/200ml foi
administrado por via intraperitoneal (i.p.) 30 minutos antes do tratamento com

crotoxina (Nunes, Zychar et al. 2010).

NDGA - Inibidor da via das lipoxigenages, na dose de 30 pg/kg foi administrado por
via intraperitoneal (i.p.) 30 minutos antes do tratamento com crotoxina (Nunes,
Zychar et al. 2010).

Sulfato de atropina — Antagonista de receptores muscarinicos, na dose de 10
mg/kg foi administrado por via intraperitoneal (i.p.) 30 minutos antes do tratamento
com crotoxina (Nogueira-Neto, Amorim et al. 2008).
3.7. Analise estatistica

A analise estatistica foi realizada por meio de Andlise de Variancia (ANOVA

Two-way) seguida de Tukey quando necessario (Snedecor and Haber 1946),
utilizando o Programa GraphPad Prism 5. O indice de significancia foi de p<0,05.
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4. RESULTADOS

4.1. Implementacdo do modelo de EAE

4.1.1 Avaliagdo das alteragbes de sensibilidade dolorosa em animais
portadores de EAE

Para avaliacdo das alteragcdes na sensibilidade dolorosa dos animais, foi
utilizado o teste do von Frey eletrénico. Os animais foram tratados com a emulséo
de MOG em CFA ou somente com CFA, no grupo controle. Durante a
implementacdo do modelo de EAE os animais foram avaliados diariamente pelo
teste de von Frey eletrbnico e, baseado nesses resultados, foram escolhidos os
tempos de avaliagdo dos demais ensaios. Os animais tratados com MOG
apresentaram diminuicdo no seu limiar nociceptivo, traduzido pelo aumento na
diferenca entre as respostas inicial e final (A), caracterizando assim a instalacao do
fenbmeno de hipernocicepcdo. Essa alteracdo teve inicio no 4° dia apds a
imunizacao, e se manteve até o 12° dia. No grupo controle, tratado com CFA, nédo
houve alteracdo do limiar nociceptivo dos animais por todo periodo de avaliacdo
(Figura 5). As medidas no von Frey eletrdnico foram interrompidas apos o 12° dia
devido ao aparecimento dos sinais clinicos nos animais, que comprometia sua

atividade motora, afetando assim a avaliacdo da sensibilidade dolorosa.

4.1.2 Avaliacdo dos sinais clinicos em animais portadores de EAE

Os primeiros sinais que indicam alteracdo do estado clinico dos animais, de
acordo com os critérios estabelecidos no item 3.2, no grupo tratado com MOG,
comecgaram a surgir a partir do 10° dia ap0s a imunizagdo. Essas alteragdes,
traduzidas pelo déficit motor foram crescentes até o 24° dia, apresentando uma
pequena diminuicdo na intensidade destes sinais a partir do 25° dia. No grupo
controle, tratado apenas com CFA, ndo foi observada nenhuma alteracdo da
atividade motora (Figura 6).
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5. Avaliacdo das alteracdes na sensibilidade dolorosa de animais imunizados com
MOGa3s.55. A sensibilidade dolorosa dos animais foi avaliada pelo modelo de von Frey
eletrdnico. Os animais foram imunizados com MOG3s55 diluido em CFA por via s.c. e
imediatamente ap6s a imunizagéo e 48h depois receberam a toxina pertussis por via i.p. O
grupo controle recebeu CFA por via s.c. e PBS por via i.p. Os animais foram avaliados
diariamente quanto a sensibilidade dolorosa. Os dados representam a média + e.p.m. de
9-10 animais por grupos. (**) p<0,05 em relagédo ao grupo controle.
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Figura 6: Avaliacdo dos sinais clinicos dos animais imunizados com MOG3ss55. OS animais
foram imunizados com MOGg3s.s5 diluido em CFA por via s.c. e imediatamente apés a
imunizacdo e 48h depois receberam a toxina pertussis por via i.p. O grupo controle
recebeu CFA por via s.c. e PBS por via i.p. Os animais foram avaliados visualmente
quanto ao aparecimento dos sinais clinicos, diariamente, utilizando-se a escala de
pardmetros para estes sinais, descrita no item 3.2. De acordo com 0s sinais apresentados,
0s animais receberam grau de 0 & 5. Os dados representam a média + e.p.m. de 9-10
animais por grupos. (**) p<0,05 em relag&o ao grupo controle.
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4.1.3. Avaliacéo das alteragcbes motoras nos animais portadores de EAE

Para determinar as alteracbes motoras dos animais foi utilizado o teste do
Rota Rod. O tempo de permanéncia dos animais no aparelho foi registrado
diariamente. Os animais tratados com MOG apresentaram diminuicdo no tempo de
permanéncia no aparelho a partir do 12° dia, sendo esta alteracdo significativa a
partir do 19° dia, periodo em que o comprometimento motor jA esta afetando as
patas traseiras, e ndo mais apenas a cauda dos animais. Este déficit motor manteve-

se durante todo o periodo de avaliacdo (até o 27° dia) (Figura 7).

4.2. Avaliacao do efeito da crotoxina sobre o desenvolvimento de EAE

4.2.1. Tratamento agudo

Apos a implementacdo do modelo de EAE, avaliamos o efeito da crotoxina
(CTX). Os animais foram imunizados, e assim como na padronizacdo, apresentaram
hipernocicepcao no 4° dia. No 5° dia apés a imunizacdo (1 dia apds o inicio das
alteracdes de sensibilidade dolorosa), os animais foram avaliados pelo teste de von
Frey eletrdnico e logo apos tratados com uma unica dose de CTX (40 pg/kg, via s.c.)
ou salina. Os resultados demonstram que a administracdo de crotoxina foi capaz de
reverter totalmente a hipernocicepc¢ao dos animais, quando comparado com 0 grupo
controle (Figura 8A), sendo este efeito observado j4 na 12 hora apds a administracao
de crotoxina (Figura 8B). Este efeito antinociceptivo foi observado por até 5 dias
apos a administragdo da crotoxina, ou seja, até o 10° dia ap0s a imunizacdo, nédo
sendo mais observado no 12° dia, sendo considerado assim um efeito de longa
duracdo (Figura 8A). Os animais do grupo controle apresentaram o fenbmeno de
hipernocicepcdo por todo periodo de avaliagdo (até o 12° dia, quando foi
interrompida a avaliacédo da sensibilidade dolorosa) (Figura 8A).

Os sinais clinicos foram avaliados diariamente apds a imunizacdo. As
alteracdes clinicas dos animais tiveram inicio a partir do 11° dia apds a imunizacéo,
tanto em animais tratados com crotoxina como em animais controle tratados com

salina. A evolugéo dos sinais clinicos foi similar em ambos os grupos, demonstrando
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que a administracdo de uma Unica dose de crotoxina nao foi capaz de interferir com

0s sinais clinicos dos animais portadores de EAE (Figura 9).
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Figura 7: Avaliacdo das atividades motoras dos animais. As alteracbes motoras foram
determinadas utilizando o teste do Rota Rod. Os animais foram imunizados com MOGgs.
ss diluido em CFA por via s.c. e imediatamente apds a imunizacdo e 48h depois
receberam a toxina pertussis por via i.p. O grupo controle recebeu CFA por via s.c. e
PBS por via i.p. Os animais foram avaliados diariamente até o final do experimento. Os
dados representam a média + e.p.m. de 9-10 animais por grupos. (**) p<0,05 em relacédo
ao grupo controle.
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Avaliacdo do efeito da crotoxina (Gnica dose) na hipernocicep¢do de animais
portadores de EAE. As alteracdes de sensibilidade dolorosa foram avaliadas pelo teste
de von Frey eletrénico. Os animais foram imunizados com MOGa3s.s5 diluido em CFA por
via s.c. e imediatamente apos a imunizagdo e 48h depois receberam a toxina pertussis
por via i.p. No 5° dia apés a imuniza¢do os animais receberam crotoxina (40 pg/kg) por
via s.c. ou salina (grupo controle) e foram avaliados até o 12° dia (Painel A). No 5° dia,
os animais foram avaliados antes e 1 h ap6s a administracao de crotoxina (Painel B). Os
dados representam a média + e.p.m. de 9-10 animais por grupos. (**) p<0,05 em relacédo
ao grupo controle. (#) p<0,05 em relacdo a medida antes do tratamento.
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Figura 9: Avaliagcdo do efeito da crotoxina (dose Unica) nos sinais clinicos de animais
portadores de EAE. Os animais foram imunizados com MOGg3s.55 diluido em CFA por via
s.c. e imediatamente ap0s a imunizagéo e 48h depois receberam a toxina pertussis por
via i.p. No 5° dia ap6s a imunizagdo os animais receberam crotoxina (40 pg/kg) por via
s.c. ou salina (grupo controle). Os animais foram avaliados visualmente quanto ao
aparecimento dos sinais clinicos, diariamente, utilizando-se a escala de parametros para
estes sinais, descrita no item 3.2. De acordo com o0s sinais apresentados, 0s animais
receberam grau de 0 a 5. Os dados representam a média + e.p.m. de 9-10 animais por
grupos.
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4.2.2 Tratamento repetido

4.2.2.1. Tratamento diario

Uma vez que o tratamento com uma unica dose de crotoxina reverteu a
hipernocicep¢do dos animais, porém ndo interferiu com a instalacdo dos sinais
clinicos, e baseado em dados de nosso grupo demonstrando que, em modelos de
dor crénica ou inflamacéo persistente, a crotoxina apresenta efeito somente apos
tratamento prolongado por 5 dias (Sampaio S.C., comunicagédo pessoal; Brigatte P.,
comunicacao pessoal; Faiad 2008), utilizamos este protocolo nos préximos ensaios.

Para tanto, os animais foram imunizados e assim como nos outros
experimentos apresentaram hipernocicep¢ao a partir do 4° dia. No 5° dia os animais
foram submetidos ao teste de von Frey e entdo dividos em dois grupos. O grupo
experimental recebeu 5 inje¢cbes de CTX (40 pg/kg), a partir do 5° dia apds a
imunizacéo (1 injecdo/dia, no 5°, 6°, 7°, 8° e 9° dias apds a imunizacdo), enquanto
que o grupo controle recebeu salina, nas mesmas condi¢cdes experimentais. Os
resultados demonstram que a crotoxina foi capaz de acarretar efeito antinociceptivo.
Este efeito foi observado 1 h ap6s a administracdo da primeira dose de CTX e este
efeito durou sempre até a administracdo da dose seguinte (Figura 10B). O efeito
antinociceptivo da CTX foi observado até o 10° dia (Figura 10A). O efeito
hipernocicetivo do grupo controle foi observado por todo periodo de avaliacédo
(Figura 10A). Apés o 12° dia, a avaliagdo da hipernocicepcéao foi suspensa devido ao
aparecimento das alterag6es motoras nos animais (Figura 10).

Os sinais clinicos do grupo controle, tratado com salina, comegaram a surgir a
partir do 10° dia ap0s a imunizagdo, enquanto que os sinais clinicos dos animais do
grupo tratado com CTX comecaram a aparecer a partir do 12° dia. Ainda, a
intensidade dos sinais clinicos do grupo CTX foi menor do que a apresentada pelo
grupo controle (Figura 11). No 16° dia ap0s a imunizagédo, 62,5% dos animais do
grupo controle apresentavam sinais da doencga enquanto que apenas 37,5% dos
animais do grupo tratado com crotoxina apresentavam alteracoes clinicas. Ja no 24°
dia apds a imunizacdo 87,5% dos animais do grupo controle apresentavam o0s
sintomas desta doenca, enquanto que o grupo experimental, neste mesmo periodo,

apresentou 62,5% de animais com algum grau de alteracao (Figura 12), monstrando
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que, além de interferir com o inicio e a intensidade da doenca, o tratamento
prolongado com a crotoxina também acarreta menor incidéncia da doenga entre os
animais imunizados.

O tratamento prolongado com a CTX também foi efetivo em aumentar o
tempo de permanéncia dos animais no Rota Rod. Os resultados demonstram que 0s
animais do grupo controle tiveram diminuigdo na coordenag¢ao motora, representada
pela queda no tempo de permanéncia na barra giratoria, a partir do 14° dia apos a
imunizacdo. O grupo experimental, tratado com CTX, também apresentou alteracéao

na atividade motora, porém, ndo tdo acentuada quanto o grupo controle (Figura 13).
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Avaliacdo do efeito da crotoxina (5 doses seguidas) na hipernocicepcédo de animais
portadores de EAE. As alteracdes de sensibilidade dolorosa foram avaliadas utilizando-
se o teste de von Frey eletronico. Os animais foram imunizados com MOG3s .55 diluido em
CFA por via s.c. e imediatamente apds a imunizacao e 48h depois receberam a toxina
pertussis por via i.p. A partir do 5° dia ap6és a imunizag&o, os animais receberam uma dose
diaria de crotoxina (40 pg/kg) por via s.c. ou salina (grupo controle), por 5 dias (dias 5, 6,
7, 8 e 9 pOs-imunizagdo) e foram avaliados até o 12° dia (Painel A). No 5° dia, os animais
foram avaliados antes e 1 h apés a administracdo de crotoxina (Painel B). Os dados
representam a média £ e.p.m. de 9-10 animais por grupos. (**) p<0,05 em relagdo ao
grupo controle. (#) p<0,05 em relagdo a medida antes do tratamento.
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Figura 11: Avaliacdo do efeito da crotoxina (5 doses seguidas) nos sinais clinicos de animais
portadores de EAE. Os animais foram imunizados com MOG3s 55 diluido em CFA por via
s.c. e imediatamente ap0s a imunizacao e 48h depois receberam a toxina pertussis por via
i.p. A partir do 5° dia apds a imunizagdo, 0os animais receberam uma dose diaria de
crotoxina (40 pg/kg) por via s.c. ou salina (grupo controle), por 5 dias (dias 5, 6, 7, 8 e 9
pés-imuniza¢gdo). Os animais foram avaliados visualmente quanto ao aparecimento dos
sinais clinicos, diariamente, utilizando-se a escala de pardmetros para estes sinais,
descrita no item 3.2. De acordo com 0s sinais apresentados, 0s animais receberam grau
de 0 a 5. Os dados representam a média = e.p.m. de 9-10 animais por grupos. (**) p<0,05
em relacdo ao grupo controle.
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Figura 12: Incidéncia de EAE em animais imunizados com MOG e tratados com crotoxina. Os

animais foram imunizados com MOGa3s55 diluido em CFA por via s.c. e imediatamente
apoés a imunizacao e 48h depois receberam a toxina pertussis por via i.p. A partir do 5°
dia ap6s a imunizagéo, os animais receberam uma dose diéria de crotoxina (40 pg/kg)
por via s.c. ou salina (grupo controle), por 5 dias (dias 5, 6, 7, 8 e 9 pés-imunizacdo). Os
animais foram avaliados visualmente quanto ao aparecimento dos sinais clinicos,
diariamente, utilizando-se a escala de parametros para estes sinais, descrita no item 3.2.
De acordo com 0s sinais apresentados, 0s animais receberam grau de 0 a 5. A
incidéncia da doenca foi apresentada em porcentagem (%) de animais doentes no grupo.
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Figura 13: Avaliacdo das atividades motoras dos animais. As alteracbes da atividade motora
foram avaliadas pelo teste do Rota Rod. Os animais foram imunizados com MOGg3s.55
diluido em CFA por via s.c. e imediatamente apds a imunizagdo e 48h depois receberam
a toxina pertussis por via i.p. A partir do 5° dia ap0s a imunizacao, os animais receberam
uma dose diaria de crotoxina (40 pg/kg) por via s.c. ou salina (grupo controle), por 5 dias
(dias 5, 6, 7, 8 e 9 pbs-imunizagdo). Os dados representam a média + e.p.m. de 9-10
animais por grupos. (&) p<0,05 em relagdo a medida inicial.
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4.2.2.2. Tratamento com intervalo de 3 dias entre as doses

Uma vez que a crotoxina foi capaz de acarretar uma melhora em todos os
paramentros avaliados, porém sem induzir regressdo total da doenca, e
considerando dados anteriores que demonstram que em modelo de resposta
inflamatdria e em modelo tumoral o efeito da crotoxina era claramente observado
guando este era administrado com intervalo de 3 dias entre cada uma das 5 injecdes
(Sampaio S.C., comunicacéo pessoal; Faiad 2008), utilizamos novo protocolo, onde
a crotoxina foi injetada a cada 3 dias nos animais.

Os animais foram imunizados com MOGg3s.s5, € a partir do 5° dia apés a
imunizacdo receberam cinco injecdes de salina ou CTX (40 pg/kg, via s.c.), sendo
uma a cada 3 dias (no 5°, 8°, 11°, 14° e 17° dias apds a imunizacdo). E importante
lembrar que, uma vez que a avaliacdo da sensibilidade dolorosa é realizada apenas
até o 12° dia, os resultados representados no von Frey referem-se a animais que
receberam apenas 3 doses de CTX. Os resultados demonstram que a administracao
de CTX foi capaz de reverter a hipernocicep¢do dos animais, por todo periodo de
avaliacdo (Figura 14A). A antinocicepc¢éao foi observada 1 hora apds a administracéo
da CTX, sendo que este efeito hipernociceptivo se manteve sempre até a
administrac@o da dose seguinte (3 dias ap6s) (Figura 14B).

Em relacdo aos sinais clinicos, a CTX, administrada a cada trés dias, foi
capaz de reduzir a intensidade destes sinais quando comparada com O grupo
controle tratado com salina (Figura 15), porém esta reducdo nao foi
significativamente diferente do observado no grupo anterior tratado com CTX por 5

dias consecutivos (Figura 11).
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Figura 14: Avaliacdo do efeito da crotoxina (5 doses de 40ug/kg, uma a cada 3 dias) na
hipernocicepgdo de animais portadores de EAE. As alteracbes de sensibilidade
dolorosa foram avaliadas pelo von Frey eletrénico. Os animais foram imunizados com
MOG3s 55 diluido em CFA por via s.c. e imediatamente apds a imunizagéo e 48h depois
receberam a toxina pertussis por via i.p. A partir do 5° dia apds a imuniza¢éo, 0os animais
receberam cinco doses de crotoxina (40ug/kg) por via s.c. ou salina (grupo controle),
sendo 1 dose a cada 3 dias (dias 5, 8 e 11) e foram avaliados até o 12° dia (Painel A).
No 5°, 8° e 11° dias os animais foram avaliados antes e 1 h apés a administracéo de
crotoxina (Painel B). Os dados representam a média + e.p.m. de 9-10 animais por
grupos. (**) p<0,05 em relagdo ao grupo controle. (#) p<0,05 em relacdo a medida antes
do tratamento.
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Figura 15: Avaliacdo do efeito da crotoxina (3 doses de 40pg/kg, uma a cada 3 dias) nos sinais
clinicos de animais portadores de EAE. Os animais foram imunizados com MOGg;s 55 diluido em
CFA por via s.c. e imediatamente apds a imunizacé@o e 48h depois receberam a toxina pertussis por
via i.p. A partir do 5° dia ap6s a imunizag@o, os animais receberam cinco doses de crotoxina (40
pg/kg) por via s.c. ou salina (grupo controle), sendo 1 dose a cada 3 dias (dias 5, 8, 11, 14 e 17). Os
animais foram avaliados visualmente quanto ao aparecimento dos sinais clinicos, diariamente,
utilizando-se a escala de parametros para estes sinais, descrita no item 3.2. De acordo com os sinais
apresentados, os animais receberam grau de 0 a 5. Os dados representam a média = e.p.m. de 9-10
animais por grupos. (**) p<0,05 em relagéo ao grupo controle.
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4.3. Mediagdo quimica do efeito antinociceptivo da crotoxina

4.3.1. Participacao dos receptores peptideo formil no efeito antinociceptivo da
CTX.

Apo6s verificar o efeito da CTX sobre os animais portadores de EAE,
investigamos a mediacdo quimica desta analgesia. Inicialmente investigamos a
participacdo dos receptores peptideo formil neste efeito, uma vez que, Nunes e cols
(Nunes, Zychar et al. 2010) demonstraram o envolvimento desses receptores no
efeito antiinflamatério da CTX no modelo de migracdo celular induzido por
carragenina.

Para tanto, os animais foram imunizados com MOGasss5, € 0 limiar
hipernociceptivo avaliado pelo teste de von Frey eletronico. A hiperalgesia surgiu no
4° dia apos a imunizacdo. No 5° dia apds os animais serem avaliados no von Frey
eletrbnico, estes foram divididos em 4 grupos: grupo controle salina + salina; grupo
salina + CTX (40 pg/kg, s.c.); grupo Boc 2 (antagonista de receptores peptideo
formil, na dose de 10 pg/200ul) + CTX, e grupo Boc 2 + salina. O Boc 2 foi
administrado 30 minutos antes do tratamento com CTX. Este tratamento foi repetido
por 5 dias consecutivos (5°, 6°, 7°, 8° e 9° dias apds a imunizacao).

A crotoxina mais uma vez causou reversao total da hipernocicepcéo causada
pela EAE, sendo essa antinocicepcédo observada até o 10° dia (Figura 16A). O Boc 2
foi capaz de reverter totalmente o efeito antinociceptivo da crotoxina nos dias 5, 6 e
7, e parcialmente nos dias 9 e 10, mostrando o envolvimento dos receptores
peptideo formil no efeito antinociceptivo da crotoxina no modelo de EAE (Figura
16A). A reverséo da antinocicepgao da CTX caudada pelo Boc 2 foi observada uma
hora apos a injecdo da crotoxina, perdurando até a dose seguinte (1 dia), sendo este
fendmeno observado até o 8° dia ap0s a imunizagdo, ndo ocorrendo mais no 9° dia
(Figura 16B). O Boc 2 néao interferiu com o efeito da crotoxina no dia 8, porém teve
efeito parcial no dia 9 (Figura 16B). O Boc 2 per se ndo causou nenhum efeito nos

animais (dados nao apresentados).
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Figura 16: Avaliagdo da participacéo de receptores peptideo formil no efeito antinociceptivo da
CTX (5 doses seguidas). As alteracdes de sensibilidade dolorosa foram avaliadas pelo
von Frey eletrbnico. Os animais foram imunizados com MOG3s.55 diluido em CFA por via
s.c. e imediatamente ap0s a imunizacao e 48h depois receberam a toxina pertussis por via
i.p. No 5° dia ap6s a imunizagdo, os animais receberam injecdo de Boc 2 (10 pg/kg), 30
minutos antes da CTX (40 ug/kg, s.c.) ou salina, o tratamento foi repetido nos dias 6, 7, 8 e
9. Os animais foram avaliados até o 12° dia (Painel A). Os animais foram avaliados quanto
a sensibilidade antes e 1 h ap6s a administracdo de CTX (Painel B). Os dados
representam a média £ e.p.m. de 9-10 animais por grupos. (**) p<0,05 em relacdo ao
grupo controle. (#) p<0,05 em relacéo a medida do grupo CTX + Boc 2.
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A participagéo dos receptores peptideo formil foi também investigada para o
efeito da CTX administrada a cada 3 dias. Novamente os animais foram imunizados
com MOG3ss55 e tratados com CTX (40 pg/kg, s.c.) a partir do 5° dia apls a
imunizacdo, a cada 3 dias, ou seja, dia 5, 8 e 11 apds a imunizac¢do. O Boc 2 (10
pg/200ul) foi administrado sempre 30 minutos antes do tratamento com a CTX.

Os animais apresentaram o fendbmeno de hipernocicepgéo a partir do 4° dia
apos a imunizacdo. No 5° dia, ap6s a medida no von Frey eletrbnico os animais
foram divididos em 4 grupos: grupo controle tratado com salina; o grupo que recebeu
salina + CTX; o grupo que recebeu Boc 2 + CTX; e grupo que recebeu Boc 2 +
salina.

Os animais do grupo controle apresentaram hipernocicepcéo por todo periodo
de avaliacdo (Figura 17A). O grupo que recebeu salina + CTX apresentou reversao
total da hipernocicepc¢éao por todo periodo de avaliacdo (Figura 17A), enquanto que o
grupo tratado com Boc 2 + CTX apresentou o fendmeno de hipernocicepgéo por
todo o periodo avaliado (Figura 17A), mostrando mais uma vez o envolvimento dos
receptores peptideo formil no efeito antinociceptivo da CTX. Este efeito do Boc 2 ja
foi observado 1 hora apds o tratamento com a CTX (Figura 17B). O efeito
antinociceptivo da CTX por sua vez também foi observado sempre até a dose
seguinte (Figura 17B). O Boc 2 per se ndo causou nenhuma interferéncia na

hipernocicepcdo dos animais (dados nao apresentados).
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Figura 17: Avaliagdo da participacéo de receptores peptideo formil no efeito antinociceptivo da
CTX (doses intercaladas). As altera¢cbes de sensibilidade dolorosa foram avaliadas pelo
von Frey eletrdnico. Os animais foram imunizados com MOGg3s 55 diluido em CFA por via
s.c. e imediatamente apés a imunizacéo e 48h depois receberam a toxina pertussis por via
i.p. No 5° dia ap6s a imunizacdo, os animais receberam injecdo de Boc 2 (10 pg/kg, i.p.),
30 minutos antes da CTX (40 pg/kg, s.c.) ou salina, o tratamento foi repetido nos dias 8 e
11. Os animais foram avaliados até o 12° dia (Painel A). Os animais foram avaliados
guanto a sensibilidade antes e 1 h apds a administragcdo de CTX (Painel B). Os dados
representam a média £+ e.p.m. de 9-10 animais por grupos. (**) p<0,05 em relacdo ao
grupo controle. (#) p<0,05 em relagcao a medida do grupo Boc 2 + CTX.
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4.3.2. Participagéo da Lipoxina A4 no efeito antinociceptivo da CTX

Comprovada a participagdo dos receptores peptideo formil no efeito
analgésico da CTX, e considerando que estes receptores sdo alvos tanto da lipoxina
A, quando da anexina, e que a Lipoxina A4 esta envolvida no efeito antiinflamatério
da CTX no modelo de migracao celular induzida por carragenina (Nunes, Zychar et
al. 2010), decidimos investigamos a participacdo da lipoxina A4 no efeito analgésico
da CTX. Para tanto, os animais foram imunizados com MOGg3s.55, € assim como nos
ensaios anteriores, 0s animais apresentaram o fendbmeno de hipernocicepcdo a
partir do 4° dia apo6s a imunizacdo (Figura 18A). No 5° dia os animais foram
avaliados novamente no ensaio de von Frey eletrénico, dividos em 4 grupos: grupo
controle tratado com salina; grupo experimental que recebeu salina + CTX (40 pg/kg,
s.c.); grupo experimental que recebeu NDGA (inibidor da via das lipoxigenases, na
dose de 30 pg/kg, i.p.) + CTX (40 pg/kg, s.c.); e grupo que recebeu NDGA + salina.
O antagonista foi admistrado sempre 30 minutos antes de cada dose de CTX, o
tratamento foi repetido por 5 dias consecutivos.

Os dados demonstram que o0s animais tratados com salina apresentaram
hipernocicepcao por todo periodo avaliado (Figura 18A). O grupo tratado com salina
+ CTX apresentou reversao total da hipernocicepc¢éo, sendo que este fenébmeno foi
observado até o 10° dia ap6s a imunizacdo (Figura 18A). O tratamento com NDGA
foi capaz de reverter totalmente a antinocicepcédo causada pela CTX nos dias 5, 6 e
7 (Figura 18A). O efeito do NDGA foi observado ja na 12 hora ap0s a injecdo da CTX
(Figura 18B) e perdurou até a dose seguinte, ou seja, 1 dia (Figura 18B). Porém, no
8° dia apos os tratamentos o NDGA néo apresentou mais seu efeito bloqueador
sobre a CTX (Figura 18B), isto também foi observado no 9° dia (Figura 18B). O
NDGA per se ndo alterou o limiar hipernociceptivo dos animais (dados né&o

apresentados).
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Figura 18: Avaliacdo da participacdo da Lipoxina A4 no efeito antinociceptivo da CTX (doses
repitidas). As alteracbes de sensibilidade dolorosa foram avaliadas pelo teste de von
Frey eletrénico. Os animais foram imunizados com MOG3s 55 diluido em CFA por via s.c.
e imediatamente apés a imunizacdo e 48h depois receberam a toxina pertussis por via
i.p. No 5° dia apds a imunizacgdo, os animais receberam injecédo de NDGA (30 ug/kg, i.p.),
30 minutos antes da CTX (40 ug/kg, s.c.) ou salina, o tratamento foi repetido nos dias 6,
7, 8, 3 e 9. Os animais foram avaliados até o 12° dia (Painel A). Os animais foram
avaliados quanto a sensibilidade antes e 1 h apos a administracéo de CTX (Painel B). Os
dados representam a média + e.p.m. de 9-10 animais por grupos. (**) p<0,05 em relacao
ao grupo controle. (#) p<0,05 em relagdo a medida do grupo NDGA + CTX.
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4.3.3. Participacédo dos Receptores Muscarinicos no efeito antinociceptivo da
CTX

Apés vericar a participacao de receptores peptideo formil e da lipoxina A4 no
efeito antinociceptivo da CTX no modelo de EAE induzido por MOGss.ss,
investigamos também a participacdo de receptores muscarinicos neste efeito.
Nogueira-Neto e cols (Nogueira-Neto, Amorim et al. 2008) demonstraram que 0
efeito antinociceptivo da CTX no modelo de dor neuropética causada pela
transeccao do nervo isquiatico era mediado por receptores muscarinicos. Portanto,
utilizamos o sulfato de atropina a fim de verificar se no modelo de EAE, o efeito
antinociceptivo da CTX também envolve a participacao destes.

Para tanto, os animais foram imunizados com MOG e no 4° dia apés a
imunizacao foi observado o fendmeno de hipernocicep¢do. No 5° dia, apdés os
animais serem avaliados através de von Frey eletrbnico os mesmos foram dividos
em 4 grupos: grupo tratado com salila; grupo tratado com salina + CTX (40 ug/kg,
s.c.); grupo tratado com sulfato de atropina (antagonista de receptores muscarinicos,
10 mg/kg, i.p.) + CTX (40 pg/kg, s.c.); e grupo tratado com salfato de atropina +
salina. O antagonista foi sempre administrado 30 minutos antes da injecdo de CTX,
sendo este tratamento repetido por 5 dias consecutivos.

Os resultados demonstram que o0s animais que receberam salina
apresentaram hipernocicepcao por todo periodo avaliado (Figura 19A). O grupo
tratado com salina + CTX apresentou reversdo total da hipernocicepcao
caracteristica da doenca, reversdo esta observada até o 10° dia (Figura 19A). O
sulfato de atropina bloqueou totalmente o efeito antinociceptivo da CTX (Figura
19A). O efeito inibitorio do sulfato de atropina sobre a antinocicepcao causada pela
CTX foi observado 1 hora apds os animais terem recebido a inje¢cdo de CTX, sendo
este efeito sempre observado até a dose seguinte do antagonista (1 dia) (Figura
19A). O sultato de atropina per se nao causou nenhuma alteragdo no limiar

hipernociceptivo dos animais (dados ndo demonstrados).
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Figura 19: Avaliacdo da participacédo de receptores muscarinicos no efeito antinociceptivo da
CTX (doses repitidas). As alteracBes de sensibilidade dolorosa foram avaliadas pelo von
Frey eletronico. Os animais foram imunizados com MOG3s 55 diluido em CFA por via s.c. e
imediatamente apds a imunizacdo e 48h depois receberam a toxina pertussis por via i.p.
No 5° dia ap6s a imunizagdo, os animais receberam injecdo de sulfato de atropina (10
mg/kg, i.p.), 30 minutos antes da CTX (40 ug/kg, s.c.) ou salina, o tratamento foi repetido
nos dias 6, 7, 8, 3 e 9. Os animais foram avaliados até o 12° dia (Painel A). Os animais
foram avaliados quanto a sensibilidade antes e 1 h apds a administracdo de CTX (Painel
B). Os dados representam a média + e.p.m. de 9-10 animais por grupos. (**) p<0,05 em
relagdo ao grupo controle. (#) p<0,05 em relagdo a medida do grupo atropina + CTX.
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5. DISCUSSAO

A esclerose multipla (EM) é uma doenca inflamatéria cronica, desmielinizante
do Sistema Nervoso Central (SNC), que afeta mais de 2,5 milhdes de pessoas no
mundo todo. E uma desordem de origem autoimune, na qual o sistema imunolégico
reconhece como antigenos componentes do sistema nervoso central, mais
especificamente peptideos que constituem a bainha de mielina dos axénios de
neurénios (Sloane, Ledeboer et al. 2009). Observa-se auto-agressdo ao SNC,
mediada por linfécitos T (Martin, McFarland et al. 1992), além de marcante ativacao
de células da glia (microglia e astrécitos), tanto na medula espinal como em regides
supraespinais do SNC (Petzold, Eikelenboom et al. 2002), ativacdo de células da
imunidade inata, além de citocinas e quimiocinas (Szczucinski and Losy 2007;
Sloane, Ledeboer et al. 2009), essa resposta inflamatéria altera profundamente as
propriedades dos neurbnios (Viviani, Bartesaghi et al. 2003), acarretando
desmielinizacdo e perda axonal, fendmenos caracteristicos da esclerose multipla
(Bruck 2005; Sloane, Ledeboer et al. 2009). Como consequéncia, diversas
alteracdes motoras, cognitivas e sensoriais sdo observadas (Aicher, Silverman et al.
2004; Hirsh, Turner et al. 2009).

No intuito de investigar melhor o0s mecanismos envolvidos no
desenvolvimento da esclerose multipla (EM), e mesmo para o estudo de drogas com
potencial terapéutico, diversos modelos animais de Encefalomielite Autoimune
Experimental (EAE) tém sido desenvolvidos para tentar reproduzir as alteracdes
anatbmicas e comportamentais observadas na esclerose mdiltipla em humanos.
Neste projeto, utilizamos 0 MOG3s.55 COMO antigeno para imunizagdo, uma vez que
trabalhos da literatura demonstraram que, neste modelo, a dor aparece
anteriormente aos sinais clinicos e as alteragcdes motoras (Olechowski, Parmar et al.
2009; Rodrigues, Sachs et al. 2009; Lisi, Navarra et al. 2012; Yuan, Shi et al. 2012),
permitindo o estudo destes fendmenos isoladamente.

Inicialmente realizamos a implementacdo deste modelo de EAE em nosso
laboratério. Para tanto, utilizamos camundongos fémeas C57BL/6. A utilizagdo de
animais fémeas se baseia em dados epidemioldgicos mostrando que a incidéncia de
EM é maior em mulheres do que em homens, e que existe um componente

hormonal que facilita a instalacdo da doenca, sendo que esta manifesta-se
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experimentalmente mais facilmente em fémeas do que em machos (Basso, Frenkel
et al. 2008; Rodrigues, Sachs et al. 2009). Os animais foram imunizados com
MOG35-55, € avaliados quanto a sensibilidade dolorosa (no teste de von Frey
Eletronico), quanto a coordenacdo motora (no teste do Rota Rod) e quanto ao
aparecimento dos sinais clinicos. Os animais tratados com MOGg3s 55 tiveram
alteracdo da sensibilidade dolorosa a partir do 4° dia ap6s a imunizagdo, sendo que
este efeito manteve-se até o 12° dia, periodo em que estas avaliacbes ndo foram
mais realizadas uma vez que as alteracbes motoras dos animais interferem com a
resposta no von Frey eletrénico. Os animais do grupo controle, tratados com CFA,
nao tiveram alteracdes significativas nas suas respostas nociceptivas por todo
periodo de avaliacdo. Os sinais clinicos dos animais imunizados com MOG
comecaram a surgir a partir do 10° dia apés a imunizacéo, e a progressao da doenca
foi crescente, até aproximadamente o 24° dia, quando ocorreu uma pequena
diminuicdo da intensidade dos sinais seguida da estabilizagdo. Esses resultados
estdo de acordo com os dados da Literatura que descrevem o curso da doenca
(Basso, Frenkel et al. 2008). Concomitantemente foi realizado o teste do Rota Rod,
onde foi possivel visualizar a diminuicdo do tempo de permanéncia no aparelho, dos
animais imunizados com MOG somente quando os sinais clinicos comecaram a
progredir, enquanto os animais controle mantiveram sua capacidade motora sem
alteracdes significativas, comprovando a diminuicdo da atividade e coordenacao
motoras em decorréncia dos sinais clinicos. Estes dados confirmam que a
hipernocicepcdo realmente precede o aparecimento dos sinais clinicos, neste
modelo de imunizagdo por MOGsss5 possibilitando o estudo de dor
independentemente dos sinais clinicos, corroborando os dados de Rodrigues e cols.
(Rodrigues, Sachs et al. 2009), Olechowski e cols (Olechowski, Parmar et al. 2009),
Yuan e cols. (Yuan, Shi et al. 2012) e Lisi e cols. (Lisi, Navarra et al. 2012). Nossos
dados demonstram, ainda, que o CFA, per se, ndo acarreta alteracdo na
sensibilidade dolorosa ou mesmo alteragdes da atividade motora dos animais.

A dor na esclerose multipla pode ser de origem neuropética ou musculo-
esquelética, aguda ou crbnica. Na maioria dos casos, o individuo apresenta dor
cronica, severa e difusa, interferindo com diversos aspectos da sua vida, entre eles o
sono, a recreagdo e atividades ocupacionais, sendo que nesta fase os pacientes
apresentam, ainda, graves sintomas de depressao (Ehde, Osborne et al. 2006;
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Osborne, Jensen et al. 2007; Hirsh, Turner et al. 2009; Sloane, Ledeboer et al.
2009). A dor na esclerose multipla pode ser originaria de diferentes fatores, entre
eles, a inflamacao caracteristica desta doenca, dor neuropatica resultante da leséao
do sistema nervoso central, parestesia resultante da lesdo de neurdnios do ganglio
dorsal da medula espinal, neuralgia decorrente de leséo no trigémeo, dor secundéria
resultante de espasmos e contragdes musculares decorrentes de desmielinizagéo do
tronco cerebral ou da medula espinal e hipertonicidade muscular secundaria a
lesbGes dos tratos corticoespinal, corticobulbar ou bulboespinal. Ainda, podem ser
observadas dores de origem musculo-esquelética resultantes de anormalidade
postural e enxaquecas (Ehde, Osborne et al. 2005; Osborne, Jensen et al. 2007).
Com relacdo aos nossos resultados, mostrando o aparecimento da dor em tempo
anterior a instalacdo das alteracbes motoras e em periodo tdo curto apds a
imunizacao dos animais, sabe-se que a dor neuropética central em modelos animais
de EAE surge devido a uma inflamacéao prolongada na medula espinal, que resulta
em ativacdo de células da glia e agressdo a bainha de mielina, causando
hipersensibilidade dolorosa (Olechowski, Parmar et al. 2009). Assim, a ativacdo de
astrocitos e microglias na medula espinal parece ser elemento chave no
desenvolvimento da dor neuropatica periférica (Inoue and Tsuda 2009; Milligan and
Watkins 2009), reduzindo o limiar hipernociceptivo dos animais antes de ocorrer a
disfuncéo neuroldgica (Thibault, Calvino et al. 2011).

Apoés a implementacédo do modelo de EAE, avaliamos o efeito da crotoxina em
animais imunizados com MOG. Nossos dados demonstram o0 potente efeito
antinociceptivo da crotoxina, quando administrada em dose Unica (40 pg/kg), por via
s.c., sendo esta uma dose sabidamente nado téxica (Nunes, Zychar et al. 2010). O
efeito da crotoxina foi detectado 1 hora apds o tratamento, perdurando até o 10° dia
apos a imunizacao, sendo considerado, portanto, um efeito de longa duracéo (pelo
menos 5 dias ap0s uma unica dose). Contudo, a crotoxina (Unica dose) nao foi
capaz de interferir com o aparecimento dos sinais clinicos, ou mesmo com a
alteracdo da atividade motora, avaliada no teste do Rota Rod (dados nao
apresentados).

Dados da literatura ja haviam demonstrado efeito analgésico e antiinflamatorio
de longa duracdo para a crotoxina, ap0s administracdo Unica. Nogueira e col
(Nogueira-Neto, Amorim et al. 2008) demonstraram efeito antinociceptivo de longa
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duracdo, em modelo de dor persistente induzida por transec¢do do nervo isquiético.
Nesse trabalho, os autores demonstraram que a crotoxina, quando administrada no
coto do nervo seccionado, no momento da cirurgia, impede a instalacdo da dor por
atée 60 dias. Esse efeito antinociceptivo envolve a participacdo de receptores
muscarinicos centrais e de derivados da via da 5-lipoxigenase. Nunes e col (Nunes,
Zychar et al. 2010) demonstraram efeito antiinflamatoério de longa duracéo para esta
toxina. Nestes estudos, os autores demonstraram que a crotoxina € capaz de inibir
tanto edema de pata quanto migracéo celular para a cavidade peritoneal, induzidos
por carragenina, mesmo quando administrada diversos dias antes da inflamacao (7
dias antes da indugdo do edema e 7, 14 ou mesmo 21 dias antes da indugédo da
migracdo celular). Assim, nossos dados demonstram, uma vez mais, o efeito de
longa duracéo da crotoxina.

A partir destes resultados, utilizando uma Unica dose de crotoxina, realizamos
outro protocolo, onde a crotoxina foi administrada por 5 dias consecutivos. A escolha
deste protocolo se baseou em resultados anteriores demonstrando que, em modelos
de dor ou hiperalgesia persistente, o efeito da crotoxina s6 pode ser observado apoés
tratamento prolongado por 5 dias (Sampaio e cols, comunicagdo pessoal, Brigatte e
col, comunicagao pessoal; Faiad 2008). Os resultados demonstraram que o efeito
antinociceptivo da crotoxina, avaliado no teste do von Frey eletrénico, foi observado
ja na 12 hora ap0s o tratamento, sendo este efeito mantido pelo menos até o 10° dia.
No grupo controle, a hiperalgesia observada no 4° dia manteve-se até o 12°. Estes
resultados demonstram que, para o efeito antinociceptivo, ndo ha diferenca entre a
administracdo de uma Unica dose ou de 5 doses consecutivas. Com relacdo aos
sinais clinicos, os animais tratados com crotoxina apresentaram um atraso no
aparecimento destes sinais clinicos e ainda apresentaram estes sinais em
intensidade menor do que o grupo controle. Adicionalmente houve diminuicdo da
incidéncia da doenca nos animais do grupo tratado com crotoxina. Estes dados
demonstram a capacidade da crotoxina, administrada cronicamente, em interferir
com o desenvolvimento da EAE, e ainda sugerem que diferentes mecanismos séo
responsaveis pelo efeito da crotoxina sobre as alteracdes de sensibilidade dolorosa
e sobre os sinais clinicos. Estes resultados, ainda, evidenciam seu potencial

terapéutico, uma vez que os tratamentos atuais para esclerose multipla sdo capazes
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apenas de impedir a progressao da doenca, ndo sendo possivel a reversao do
quadro do paciente.

Com relacdo ao fato de termos utilizado, neste ultimo tratamento, 5 doses
consecutivas da crotoxina na mesma dose utilizada no tratamento agudo (40 pg/kg),
e sendo esta a dose nao téxica conhecida, é importante esclarecer: 1- Brigatte e
cols. (dados n&o publicados) demonstraram ser este o protocolo efetivo, para
interferir com a dor e com a evolugcédo do edema induzidos pelo tumor de Walker 256,
guando administrado na pata de ratos; 2- Diversos trabalhos da Literatura mostrando
efeito imunomodulador da crotoxina foram realizados utilizando dose ainda superior
(5 mg/kg) a soma das 5 doses utilizadas neste trabalho (200 pg/kg) (Okamoto,
Viskatis et al. 1993; Cardoso, Lopes-Ferreira et al. 2001; Rangel-Santos, Lima et al.
2004); 3- Barral-Netto e von Sohsten (Barral-Netto and von Sohsten 1991)
demonstraram, em camundongos, uma répida eliminacdo da crotoxina do
organismo. Neste trabalho, os autores demonstraram que a crotoxina, apés injecao
s.c. de 10 ug, € detectada no soro de camundongos na concentracdo de 254 + 141
ng/ml de soro 15 minutos apoés a injecdo da toxina, € detectada na concentracao de
3,9 £ 0,5 ng/ml apds 30 minutos e indetectavel apés este periodo, o que sugere que,
mesmo apo0s seguidas administracdes, ndo ha acumulo de crotoxina no organismo ;
4- Okamoto e col (Okamoto, Viskatis et al. 1993) demonstraram que o tratamento
diario com crotoxina acarreta o desenvolvimento de toler&ncia ao seu efeito toxico.
Neste trabalho, os autores demonstraram que camundongos podem ser tratados
diariamente com doses de crotoxina de 20 a 35 vezes maiores do que a DL 50
original sem qualquer sinal de toxicidade. Ainda, esta tolerancia ndo € decorrente da
producdo de anticorpos, mas sim de um efeito de dessensibilizacdo pré-sinaptico. E
importante esclarecer que, Nn0S NOSSOS ensaios, mesmo apds 5 doses consecutivas
nao houve perda de nenhum animal por intoxicacdo ou morte.

Os resultados obtidos no ensaio anterior demonstraram que a crotoxina foi
capaz de bloquear totalmente a hipernocicepcdo, porém, em relagdo ao
desenvolvimento e intensidade da doenga, sua reversao foi apenas parcial. Assim,
baseado nos fatos de que, para a antinocicepcdo, a crotoxina induziu efeito
prolongado, e em dados do nosso grupo que demonstraram que em modelo de
resposta inflamatéria e em modelo tumoral o efeito da crotoxina foi melhor

observado quando esta foi administrada com intervalo de 3 dias entre cada uma das
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5 inje¢bes (Sampaio S.C., comunicagdo pessoal; Faiad 2008), utilizamos novo
protocolo, avaliando a efetividade da crotoxina quando administrada, novamente em
5 doses, porém sendo uma a cada 3 dias. E importante lembrar que, para a
avaliacdo da sensibilidade dolorosa, uma vez que esta € realizada apenas até o 12°
dia, os dados referem-se a animais que receberam apenas 3 doses de CTX. Nossos
dados demonstram que a crotoxina novamente acarretou antinocicepgao, observada
por todo periodo de avaliacdo. Ainda, novamente a crotoxina interferiu com o
desenvolvimento e a intensidade da EAE, porém este efeito ndo foi diferente do
obtido quando a crotoxina foi administrada por 5 dias consecutivos.

Os dados obtidos neste estudo, onde ndo houve diferenca no efeito da
crotoxina quando administrada por 5 dias consecutivos ou a cada 3 dias, sugerem
gue, uma vez que a crotoxina apresenta efeito de longa duracéo [chegando até a 21
dias, segundo Nunes et al (Nunes, Zychar et al. 2010)], a alteragdo do nosso
esquema de tratamento nédo foi capaz de prorrogar ainda mais seu efeito ou, ainda,
aumentar sua eficacia. Baseado nos resultados demonstrados até o momento, o
protocolo com administracdes consecutivas de crotoxina por 5 dias foi utilizado para
a continuidade do projeto.

Como mencionada anteriormente a Esclerose Mdltipla ndo tem cura, e
dependendo do tipo de dor persistente e dos sinais clinicos apresentados pelo
paciente, diferentes medicamentos podem ser utilizados clinicamente. Dentre estes,
podemos citar. paracetamol, baclofeno e diazepam (utilizados para reduzir a
espasticidade) (O’Connor, Schwid et al. 2008), antidepressivos e anticonvulsivantes
(Finnerup, Gottrup et al. 2002; Dworkin, Backonja et al. 2003; Finnerup, Otto et al.
2005; Attal, Cruccu et al. 2006), e também analgésicos opidides, tramadol e
inibidores de captacéo de serotonina e norepinefrina (Dworkin, Backonja et al. 2003;
Finnerup, Otto et al. 2005). Também s&o utilizados imunomoduladores como o
interferon 13 e acetato glatiramer (Croze, Yamaguchi et al. 2012; Gasperini and
Ruggieri 2012; Meuth, Gobel et al. 2012) e os corticosteroides que sdo 0s mais
utilizados atualmente (Nicholas and Rashid 2012). Thibault e cols (Thibault, Calvino
et al. 2011) avaliando experimentalmente em animais algumas drogas que
geralmente sado utilizadas no tratamento da esclerose mdltipla, observaram que o
tratamento de animais portadores de EAE, ap0s o surgimento dos sinais clinicos,

com acetaminofeno, gabapentina, tramadol e duloxetina, ndo acarretou alteracao do
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curso da doenga em nenhum dos animais testados. Assim, ainda é nosso objetivo
avaliar se, quando administrada ap0s o surgimento dos sinais clinicos, a CTX
mantém sua capacidade em diminuir os sinais clinicos e o comprometimento motor
dos animais.

Apos verificar o efeito da CTX sobre os animais com EAE, avaliamos a
mediacdo quimica do efeito antinociceptivo desta toxina na hipernocicep¢ao
caracteristica da EAE. Para tanto, primeiramente analisamos a participacdo dos
receptores peptideo formil. Esses receptores pertencem a familia dos receptores
acoplados a proteina G (Cattaneo, Guerra et al. 2010; Dufton and Perretti 2010), e
apresentam diversas funcdes biologicas, como por exemplo, percep¢do de odores,
crescimento de cabelo e controle de algumas reacdes inflamatérias como a dor e a
migracdo celular. No sitio inflamatorio, os receptores peptideo formil controlam o
influxo celular, e desempenham um papel crucial na atividade fagocitica de
macrofagos (Dufton and Perretti 2010). Ja foi demonstrado na literatura que o efeito
antiinflamatério da CTX € mediado por receptores peptideo formil no modelo de
migracdo celular induzida por carragenina (Nunes, Zychar et al. 2010). Os nossos
resultados mostraram que o Boc 2 (antagonista de receptores peptideo formil) foi
capaz de bloquear o efeito antinociceptivo da CTX em animais portadores e EAE,
demonstrando que os receptores peptideo formil também estédo envolvidos no efeito
antinociceptivo da CTX, neste modelo.

Uma vez que os receptores peptideo formil sdo alvo tanto da lipoxina A4
guanto da anexina, investigamos se o0 efeito da crotoxina neste modelo seria em
decorréncia da acao da lipoxina A4. As lipoxina A4, sdo mediadores lipidicos
produzidos a partir do acido araquiddnico pela via das lipoxigenases, durante a
interacdo intracelular entre leucdcitos e células residentes no curso da resposta
inflamatoria (Dufton and Perretti 2010; Nunes, Zychar et al. 2010), que tém a funcao
de interromper o processo inflamatério (Chiang, Serhan et al. 2006). Svensson e
cols. (Svensson, Zattoni et al. 2007) demonstraram que as lipoxinas atenuam a
nocicepcdo, ndo apenas no local da inflamacdo, mas também através da
interferéncia com o processamento da dor na medula espinal. Na periferia, as
lipoxinas poderiam interferir com a nocicepcdo e com a regulacédo e a comunicacao
entre os sistemas imunologico e nervoso sensorial (Svensson, Zattoni et al. 2007).

Dados da literatura sugerem que devido a importancia da lipoxina A; em processos
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inflamatorios, a diminuicdo da producdo da mesma poderia causar 0 inicio e/ou
perpetuagdo da inflamacgdo na EM (Das 2012). Ja foi demonstrado na literatura que
o efeito antiinflamatorio da crotoxina € mediado por mediadores lipidicos derivados
da via das lipoxigenases, (Sampaio, Santos et al. 2006; Zambelli, Sampaio et al.
2008) sendo que a crotoxina promove, ainda, aumento da secregéo de lipoxina A,
que tem sua a¢do mediada pelos receptores peptideo formil (Nunes, Zychar et al.
2010). Nossos dados demonstraram que o NDGA (inibidor da via das lipoxigenases)
foi capaz de bloquear o efeito antinociceptivo da CTX em animais imunizados com
MOG. Esses dados, em conjunto com os dados montrando a reversao do efeito da
crotoxina pelo Boc 2, antagonista de receptores peptideo formil, sugerem a
participacdo da lipoxina A4 neste efeito.

O passo seguinte foi avaliar se os receptores muscarinicos também estéao
envolvidos na resposta antinociceptiva da CTX. A familia de receptores
muscarinicos consiste em cinco receptores metabotropicos, M1 - M5 (Wess,
Duttaroy et al. 2003; Scarr 2012). Estes receptores sdo preferencialmente acoplados
a distintas proteinas G. Os receptores M1, M3, e M5 séo acoplados na subunidade
Gaqi11, € levam a ativacéo da fosfolipase C e os receptores M2 e M4 estao acoplados
a subunidades G resultando na inibicdo da adenilil ciclase (Scarr 2012). Estes
receptores medeiam as varias funcbes muscarinicas da acetilcolina (Wess, Duttaroy
et al. 2003). Wess e cols (Wess, Duttaroy et al. 2003) realizaram um estudo para
verficar a participacdo dos receptores muscarinicos centrais na analgesia. Neste
estudo, sugere-se que os receptores M2 e M4 estdo envolvidos no efeito analgésico
causado pelos agonistas muscarinicos em nivel espinal e supra-espinal,
provavelmente devido aos niveis elevados de expressao destes subtipos na medula
espinal. Ainda, tem sido mostrado que as células gliais expressam colina-
acetiltransferase (ChAT) e sintetizam acetilcolina. Kooi e cols (Kooi, Prins et al.
2011) coletaram tecidos post-mortem de pacientes a de EM e observaram que existe
um desequilibrio na neurotransmisséo colinérgica do hipocampo desses pacientes,
com uma reducao na sintese de acetilcolina, mas a degradacdo do neurotransmissor
ndo é alterada. Nogueira-Neto e cols (Nogueira-Neto, Amorim et al. 2008)
demostraram que o efeito antinociceptivo da CTX € mediado por receptores
muscarinicos no modelo de dor crénica induzida pela transec¢édo do nervo isquiatico.

Nossos resultados corroboram com esses dados, confirmando a participacao desses

72



receptores no efeito antinociceptivo da CTX no modelo de EAE. Em contraste,
Zhang e cols (Zhang, Han et al. 2006) utilizando modelos de dor aguda e ensaios
eletrofisiolégicos ndo observaram a participacdo desses receptores no efeito
antinociceptivo da CTX. No entanto, as diferencas no modelo experimental para
avaliacao da dor podem contribuir para esses resultados distintos.

Em resumo, nossos dados confirmam a crotoxina como um agente capaz de
interferir tanto com a dor como com os sinais clinicos da EAE, ampliando o
conhecimento das possiveis acdes terapéuticas desta toxina, bem como evidenciam

o potencial terapéutico da crotoxina na esclerose multipla.
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5. CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos até o presente momento, podemos
concluir que a crotoxina apresenta um potente efeito antinociceptivo no modelo de
EAE induzida por MOGg3s.s5, sendo este efeito de longa duracgéo, persistindo por até
5 dias ap6s uma unica administracdo. Os dados obtidos comprovam também que a
crotoxina, quando administrada cronicamente, além de acarretar antinocicepcéo, é
capaz de interferir com o desenvolvimento e a intensidade dos sinais clinicos
caracteristicos desta doenca. O efeito antinociceptivo da crotoxina € mediado pelos
receptores peptideo formil, por acdo da Lipoxina A4, e também envolvem a

partipacdo de receptores muscarinicos centrais.
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