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RESUMO

LOPES, Flavia Souza Ribeiro. Avaliagao do efeito central da crotalfina na
neuropatia periférica induzida em camundongos. 2019. 69 f. Dissertacao
(Mestrado em Ciéncias - Toxinologia) — Instituto Butantan, Sao Paulo, 2019

A dor é considerada um problema de salde publica. Estimativas sugerem que 20%
da populagao mundial adulta sofre de diferentes tipos de dor. Particularmente em
relagdo a dor crénica, esta pode ter origem inflamatoéria e/ou decorrente de lesdo
nervosa, alterando o funcionamento do sistema sensorial (nocicepgao) bem como a
interface neuroimune. Apesar dos avancos das pesquisas, 0 seu tratamento ainda
apresenta grandes dificuldades, pois mesmo com a administracdo dos
medicamentos clinicamente disponiveis muitos pacientes relatam reversao
incompleta do quadro doloroso e sao constantes os relatos dos seus efeitos
adversos indesejaveis. A crotalfina (CRO) é um peptideo sintético produzido a partir
da sequéncia do fator analgésico natural isolado do veneno da serpente Crotalus
durissus terrificus que induz potente e prolongado efeito antinociceptivo, em modelos
de dor aguda e crénica. Em relacdo ao seu efeito periférico, sabe-se que ele ocorre
pela liberacdo de opioides endégenos, particularmente dinorfina A, sendo essa
liberacdo dependente de ativacdo de receptores canabinoides do tipo 2. No
presente trabalho demonstramos que centralmente o efeito analgésico da crotalfina
envolve a participagéo de receptores opioides mu, kappa e delta bem como opioides
endogenos além da dinorfina A, como met-encefalina e beta-endorfina. Além disso,
nossos dados demonstraram a participagado de receptores canabinoides CB4 e CB;
neste efeito, mas nado de endocanabinoides. Verificamos ainda que células
residentes do sistema nervoso central, particularmente microglias, desempenham
um papel importante no efeito analgésico central e que a crotalfina, ainda, reduz a

liberacao de interleucina 6 (IL-6) reforcando seu efeito sobre a resposta inflamatoria.

Palavras-chave: Crotalfina. Neuropatia. Canabinoide. Opioide. PSNL.



ABSTRACT

LOPES, Flavia Souza Ribeiro. Evaluation of the central effect of crotalphine on
induced peripheral neuropathy in mice. 2019. 69 p. Master's thesis (Master's
degree in Sciences - Toxinology) — Instituto Butantan, Séo Paulo, 2019

Pain is considered a public health problem. Estimates suggest that 20% of the adult
worldwide population suffers from different types of pain. Particularly in relation to
chronic pain, it may have inflammatory origin and / or to be due to nerve damage,
altering the functionality of the sensory system (nociception) as well as the
neuroimmune interface. Despite the advances of the research in this field, the
treatment of pain still presents great difficulties, since even with the administration of
the medicines clinically available, many patients report an incomplete reversal of the
painful state and undesirable adverse effects. Crotalphine (CRO) is a synthetic
peptide produced from the sequence of the natural analgesic factor isolated from the
venom of the Crotalus durissus terrificus snake that induces potent and long-lasting
antinociceptive effect in acute and chronic pain models. In relation to its peripheral
effect, it is known that it occurs by the release of endogenous opioids, particularly
dynorphin A, and this release is dependent on the activation of cannabinoid type 2
receptors. In the present work we demonstrate that the central analgesic effect of
crotalphine involves participation of mu, kappa and delta opioid receptors as well as
endogenous opioids release in addition to dynorphin A, such as met-enkephalin and
beta-endorphin. In addition, our data demonstrated the pariicipation of CB4 and CB;
cannabinoid receptors in this effect, but there is no endocannabinoids involvement.
We also verified that resident cells of the central nervous system, particularly
microglia, play an important role in the central analgesic effect, and that crotalphine
also reduces the release of interleukin 6 (IL-6), reinforcing its effect on the
inflammatory response.

Keywords: Crotalphine. Neuropathy. Cannabinoid. Opioid. PSNL.



SUMARIO

4 INTROBPUC A s cruosnssvsssnsnussssssuasisssssssesiisvass i ssssstsstiiin st isssseieverosssd 14
A DIOF cunicusussonvarsovsissvssisivsssis s emmves s e e s s T S e e e 14
1 2 CFORATINE vnsmor avsmusmis s s SR K R SV H ARN SR RS 16
1.3 Analgésicos OPioides........ciccissmmmmmmmasimissnrssicesssrsasresssssnsssassssranrnessssnansessansenses 18
1.4 Canabinolde X OPIoIa ....ccunminssamnsissnssvesnssnemius ivssssssrswamay s ansrssnsxmasssmmmms 20
2 OBIETINGS....conmmininans s i ey o i v s s s ST e e e 23
3 MATERIAL E METODOS ...ccoceerurermmercsenncnns U 24
e g L OO OO 24
3.2 Delineamento experimental.........cccocrirrrncisnninnnnennsncnnssc 24
3.3 Indugao de NEUroPatia .....cccereriisisiiiinsiiisis s s 25
3.4 Avaliacao nociceptiva: Filamentos de von Frey........cccceeviiveiiseniniiicciiinnnnnnnns 26
3.5 Westorn BIottING o s cusmsmsssiisisinnsiniisiiss i ssisammisnsimmi i 27
3.6 Avaliacio dos nivels de CItOCIES wumumaimasmamammiessmmwmmmsiss 28
3.7 Tratamentos farmacolOGICOS iiuiinmiissismnsinssrisisasssasssasassavssssssissnssvinsonias 28
3.8 Adimiinistracac iIntratetal. . unanmmmmsmaninnnnniisissansmmanimmn 30
3.9 Andlise esStatiStIEd .uinnannrnmninmmsismsus RS R e 30
4 RESUHLTADOE. ..cxmermnmmemsmnmsrsressmamsssmimshisiit s st e e i e s asaees 31
4.1 Avaliacao da hipernocicepgao induzida pelo modelo de PSNL................... 31

4.2 Curva dose-resposta da crotalfina na hipernocicepgao induzida pelo
modelo de neuropatia (PSNL) nas fases aguda e Cronica.......cccecerervsrvansersninenns 32

4.2 1 Curva dose-resposta da crotalfina por via oral na hipernocicepgao induzida

pelo modelo de neuropatia (PSNL) nas fases aguda e cronica ............ccceeeeeeene. 32
4.2.2 Avaliacéo do efeito da crotalfina em animais falso-operados.................... 35
4.3 Avaliacdo do envolvimento de receptores opioides e canabinoides ........... 37

4.3.1 Avaliagéo do envolvimento de receptores mu, kappa e defta opioide....... 38



4.3.2 Avaliagdo do envolvimento dos receptores CB4 e CB; canabinoide ......... 40

4.4 Avaliacéo da participagao de opioides endégenos e endocanabinoides no
efeito analgésico induzido pela crotalfina .........coccccvmnniinncniee . 42
4.4 1 Avaliagao da participacao de opioides endégenos no efeito da crotalfina 42
4.4.2 Avaliagao da participagdo de endocanabindides centrais no efeito da
(o (01 =1 1 {1 5= TR USSP SROUPUPPPUPORSPPRRRPRIN 45

4.5 Investigacao da participacdo de células glias no efeito analgésico da
BFOLAITING sivuvnvsvivivsiomavvasssusassinimmimmsssiusesisiess s s e i NS NS SRRSOV S o 47

4.6 Avaliagao da crotalfina na expressao de células glias na medula espinal de
animals CotT NBUNOPAMIE i e s 49

4.7 Quantificagdo de citocinas da medula espinal de animais com neuropatia

apos o tratamento com a crotalfina..........ccooiiiiiiniininis s —————— 50
B DIBGUSSAD i iiissis s s s s s s s s e s 52
B CONCLUSOES .....coueeierescsessesessessssssassssssessassssssssssssssssssasssssasasssssssssnssssasassssssn 60

=3 = = = = (o] 1N 61



14

1 INTRODUGAO

A dor & considerada um instinto primitivo do ser humano e pode ser definida
como uma experiéncia emocional e sensorial que esta ligada ao dano tecidual real
ou potencial, com o Unico propdsito de notificar o mecanismo de defesa do corpo
para reagir a um estimulo a fim de evitar maiores danos teciduais. A sensagdo de
dor estda associada a ativacdo de receptores que, quando ativados, dao inicio a
geracao de potenciais de agdo. A percepgao da dor envolve uma série de eventos
sensoriais, desde a deteccao do estimulo nociceptivo até a producdo da resposta.
Para que a percepcao da dor ocorra, trés estagios sao essenciais: o primeiro estagio
€ a transdugcdo do estimulo nociceptivo em potencial de agdo, seguida pela
transmissao deste estimulo da periferia ao corno dorsal, localizado na medula
espinhal através do sistema nervoso periférico (SNP). A partir dai, este estimulo é
transmitido para centro superiores no sistema nervoso central (SNC) onde a dor é
processada e percebida (YAM et al., 2018).

Os tratamentos para dor neuropatica incluem terapias farmacologicas, e ndo
farmacolégicas. Os tratamentos farmacolégicos de primeira linha atualmente
recomendados incluem antidepressivos e anticonvulsivantes. Entretanto, em alguns
casos, apenas a terapia farmacolégica ndo é capaz de controlar adequadamente a
dor (XU; ZHANG; HUANG, 2016).

Nesse sentido, produtos naturais vem sendo amplamente estudados ha anos

para o desenvolvimento de possiveis farmacos para o tratamento de dor.

1.1 Dor

Tém-se como definicdo, de acordo com a Associac@o Internacional para o
Estudo da Dor — IASP, que “a dor € uma experiéncia sensorial e emocional
desagradavel associada a uma lesdo real ou em potencial, ou descrito em termos de
tal dano”. De uma maneira simplista podemos classificar os processos dolorosos em
dois grandes grupos: dor aguda e dor cronica. A dor aguda é resultante de lesdes
ocorridas no tecido, podendo assim desencadear uma reacéo inflamatéria aguda,
que, no entanto, possui fungédo de protecéo e tem periodo curto de duragéo, de
segundos a dias (MILLAN, 1999) e facil controle. Em relacao a dor crénica, esta tem
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caracteristica patoldgica, € comumente de origem inflamatoéria e/ou decorrente de
lesdo nervosa e seu periodo de duragao é prolongado, de meses a anos (MILLAN,
1999).

A dor crénica apresenta alteracées sensoriais como hiperalgesia, designada
pelo aumento da sensacao dolorosa causada por um estimulo nocivo, e alodinia,
sensibilidade em que um estimulo previamente inécuo passa a ser interpretado
como doloroso, causando uma mudanca qualitativa na sensagdo nociceptiva
(BESSON, 1999; MILLAN, 1999). Esta condicdo nao altera apenas a atividade do
sistema neuronal, mas também envolve interacées entre neurdnios e células
imunocompetentes, incluindo células endoteliais, macréfagos, células T e células
gliais, que medeiam esta interacao através de citocinas pré-inflamatérias e '
quimiocinas (GOSSELIN et al., 2010; SCHOLZ; WOOLF, 2007). Esta relacdo pode
ser melhor descrita como a interface neuroimune (GRACE et al., 2014).

A dor € um problema mundial, de saude publica. Estimativas sugerem que
20% da populagdo adulta sofra de algum tipo de dor e 10% sao recém-
diagnosticados com dor crénica a cada ano. Afeta todas as populagdes,
independentemente da idade, sexo, renda, raga/etnia ou geografia (GOLDBERG;
MCGEE, 2011), interferindo com diversos aspectos da vida do paciente, entre eles o
sono, a recreagdo, ambiente familiar, atividades ocupacionais, atividades
profissionais, sendo que alguns pacientes apresentam, ainda, graves sintomas de
depressao. Apesar dos avangos das pesquisas relacionadas a dor crénica, o seu
tratamento ainda apresenta grandes dificuldades. Os analgésicos usuais utilizados
na clinica ndao apresentam efeito satisfatorio no tratamento desta condigdo. Em vista
disto outros medicamentos como gabapentindides e antidepressivos vem sendo
utilizados, mas muitos pacientes continuam apresentando dor mesmo com a
administragao destes medicamentos (TORRANCE et al., 2007). Sendo assim, os
farmacos atualmente disponiveis ndo revertem o quadro doloroso completamente e
ainda, acarretam diversos efeitos adversos (CARTER et al., 2014).

Modelos animais s&do fundamentais para a melhor compreensdo da
fisiopatologia da dor neuropatica bem como para o desenvolvimento de uma terapia
eficaz para seu manejo ideal. Nesse sentido, diversos modelos de neuropatia foram
desenvolvidos para mimetizar as condi¢des clinicas da dor com diversas etiologias
(JAGGI; JAIN; SINGH, 2011).
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O modelo de ligacao parcial do nervo isquiatico (PSNL, do inglés, partial
sciatic nerve ligation) foi descrito por Seltzer e colaboradores em 1990. Neste
wocdelo os animais apresentam muitos sintomas que sao observados na clinica
(SELZER; DUDNER; SHIR, 1990). Além disso, apds a lesdo de um nervo periférico
foi observado nao apenas indicadores comportamentais de dor persistente, mas
também uma cascata de eventos que resulta na liberagdo de mediadores
inflamatérios bem como a expressao alterada de diversos tipos de células no local
da leséo, no ganglio da raiz dorsal (DRG, do inglés, dorsal ganglia root) e na medula
espinal (MALMBERG; BASBAUM, 1998).

De uma forma geral, a patogénese da dor neuropatica envolve alteracdes na
atividade dos sistemas neuronais, interagcées neuro-imunes mediadas por citocinas
inflamatérias e quimiocinas. Entre as células imunes envolvidas nessas interacées
encontram-se os macrofagos e suas contrapartes do sistema nervoso central, a
micréglia. Ainda, dependendo do tipo de lesédo (traumatica, metabdlica, neurotdxica,
infecciosa ou invasao tumoral), o perfil dos macréfagos ativados e da microglia em
termos de tempo, local e subtipo pode variar substancialmente, devido a sua notavel
plasticidade que permite afinar sua fisiologia de acordo para sinais microambientais
(RISTOIU, 2013).

Baseado nas informagdes descritas acima torna-se relevante investigar novas
drogas para o tratamento da dor crénica. Sabe-se que componentes naturais tanto
de origem vegetal como de origem animal vém sendo amplamente estudados e tem
sido considerados uma rica fonte para o desenvolvimento de possiveis farmacos
para o tratamento de dor.

1.2 Crotalfina

Dados do inicio do século passado ja demostravam que o veneno de
serpentes Crotalus durissus terrificus (VCdt) era utilizado como analgésico em seres
humanos (BRAZIL, 1972, 1934). Apesar do efeito analgésico da crotoxina ja ser
conhecido, sabe-se que esta nao induz antinocicepgdo quando administrada por via
oral. Estudos experimentais realizados pelo nosso grupo com o intuito de confirmar e
melhor caracterizar a atividade analgésica do veneno crotalico mostraram que a

administracdo oral do veneno em camundongos ou ratos, induz antinocicepcgado
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mediada pela ativagéo de receptores opioides do tipo x e/ou & (GIORGI et al.,1993;
PICOLO et al., 1998; PICOLO et al., 2003; PICOLO et al.,, 2004; PICOLO et al.,
2000). Subsequentemente a ativagdo dos receptores opioides, ocorre,
perifericamente, ativagdo da via L-arginina/éxido nitrico/GMPc/PKG e abertura de
canais de K* dependentes de ATP, mecanismo molecular fundamental para o efeito
antinociceptivo periférico do veneno (PICOLO; CURY, 2004; PICOLO; GIORGI,
CURY, 2000). Apesar da atividade opioide, o tratamento prolongado com o veneno
crotalico ndo induz tolerancia ao efeito antinociceptivo no modelo de hiperalgesia
induzida por carragenina (PICOLO; GIORGI; CURY, 2000) e nao acarreta o
aparecimento de sintomas que caracterizam uma sindrome de abstinéncia
(BRIGATTE; HOFFMANN; BERNARDI, 2001). Foi também demonstrado que o
efeito antinociceptivo do veneno crotalico é de longa duragdo, sendo detectado por
até 72 horas, quando avaliado em modelo animal de neuropatia por constricao
crénica do nervo isquiatico de ratos (GUTIERREZ et al., 2008) e 120 horas, quando
avaliado nos modelos de hiperalgesia inflamatéria induzida por carragenina ou
prostaglandina E; (PGE;) (BRIGATTE; HOFFMANN; BERNARDI, 2001; PICOLO;
CURY, 2004; PICOLO; GIORGI; CURY, 2000).

Baseado nestes dados, foram realizados estudos para a purificagao,
isolamento e caracterizacdo do componente analgésico presente no VCdt. Assim foi
identificada a crotalfina (CRO), substancia capaz de reproduzir os efeitos
observados para o veneno. A CRO é um peptideo de 14 aminoéacidos, contendo
uma ponte dissulfidica e um acido piroglutdmico. Este peptideo apresenta
similaridade com a cadeia gama da crotapotina, a sub-unidade ndo téxica da forma
heterodimérica da crotoxina, a principal neurotoxina do veneno crotalico (AIRD et al.,
1990;: BON et al., 1989; FAURE et al., 1991). Apesar da CRO apresentar efeito
opioide, a sua estrutura quimica ndo se assemelha a nenhum peptideo opioide
conhecido (GUTIERREZ et al., 2008).

Figura 1 - Sequéncia de aminoacidos da crotalfina

Fonte: Konno et al., 2008.
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Estudos anteriores demonstraram também que em modelos de dor aguda e
cronica, quando administrada em baixas doses por via oral, intraplantar ou
intravenosa a crotalfina acarreta um potente efeito analgésico. Este efeito € de longa
duragao, de 2 a 3 dias apés uma Unica dose, em modelos de cancer ésseo ou de
dor neuropatica induzida por constricao crénica do nervo isquiatico e de até 5 dias
quando utilizada em modelo de hiperalgesia induzida por carragenina ou
prostaglandina Ej. Perifericamente, este efeito € mediado pela ativagao de
receptores opidides periféricos do tipo kappa e/ou delta (GUTIERREZ et al., 2008;
KONNO et al., 2008).

Sobre seu mecanismo de acdo, sabe-se que envolve a participacao de
receptores canabinoides do tipo 2 (CB.) e subsequente liberagdo de dinorfina A, um
agonista enddgeno de receptores kappa opioides, sugerindo uma interacao entre os
sistemas opiode e canabinoide (MACHADO et al., 2014). Nao foi observado, até o
momento, o desenvolvimento de qualquer efeito adverso mesmo para o tratamento
por 15 dias com a crotalfina (GUTIERREZ et al., 2008).

Estudos adicionais que avaliaram a modulagcao da crotalfina sobre o
comportamento funcional de macrofagos residentes ou estimulados com LPS
mostraram que o peptideo inibe fagocitose, liberacao de H,O, e producao de 6xido
nitrico por estas células. Ainda, estimula a secrecao de IL-1 e modula a secrecao
de IL-6, aumentando sua secrecdo em macréfagos residentes e inibindo em
macréfagos inflamatoérios. Ainda, a crotalfina inibe a secrecao de TNF-q,
independentemente do estado de ativacao dos macrofagos. Desta forma, a agéo da

crotalfina em células imunes, pode contribuir para uma acdo anti-inflamatoria
(VELHOTE, 2013).

1.3 Analgésicos opioides

O opio e seus derivados sdo usados ha séculos, tanto de maneira medicinal
como recreativa. Além disso, a descoberta de sementes de papoula fossilizadas
datadas de 30 mil anos atras sugerem o uso do épio pelo homem de Neandertal. Em
1799, Friedrich Serturner descobriu o principal ingrediente ativo do 6pio € nomeou
morfina e opioides (SERTURNER; SCHMITZ; ADAM, 2016).
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A morfina e seus derivados sao usados hoje para o tratamento da dor aguda e
cronica e atuam sobre o sistema opioide endégeno, que nao esta apenas envolvido
no estabelecimento do limiar de dor € no controle do processamento nociceptivo,
mas também participa da modulacao da fungédo gastrointestinal, endécrina e
autondémica, bem como possivel papel na cogni¢cao (LAW; LOH, 2013). Alem de
opidides exdgenos, opidides enddgenos sdo capazes de modular estas mesmas
fungdes. A atuacdo de opidides exdgenos e endbégenos se da por acdo em
receptores opidides, que sao receptores acoplados a proteina G.

Os recetores classicos opioides sdao mu (4 ou MOR), delta (6 ou DOR) e kappa
(x ou KOR) e seus ligantes endogenos sao derivados de quatro precursores: pro-
ancefalina, pro-opiomelancortina e pro-dinorfina. Os agonistas endodgenos de
receptores kappa sao met-encefalina e leu-encefalina, clivados da pro-encefalina. A
oro-dinorfina da origem a dinorfina A agonista de receptores kappa. A pro-
opiomelancortina codifica o B-endorfina, que tem atividade agonista em todos os trés
receptores opidides classicos(BENARROCH, 2012). Por outro lado o precursor de
endomorfinas 1 e 2 agonista do receptor mu ainda & desconhecida (DHAWAN et al.,
1996).

Com relagdo a localizacao, receptores mu, kappa e delta estao amplamente
localizados no sistema nervoso central em areas responsaveis pela integracao
sensorio-motora e funcionamento cognitivo e no sistema nervoso periférico em
terminais nervosos sensoriais periféricos, bem como em outros tecidos nao neurais,
somo o epitélio vascular ou queratinécitos (LESNIAK; LIPKOWSKI, 2011).

De forma geral a ativagdo de receptores opioides, resulta na reducao da
excitabilidade das células neuronais levando a diminuicdo da transmissdo de
impulsos nervosos junto com a inibicdo de liberagcdo de neurotransmissores
(ROECKEL et al., 2016).

Alem do efeito analgésico, tem sido descrito acdo anti-inflamatoéria para os
opioides. Dados da literatura relatam que os opioides podem interferir em diferentes
estagios do processo inflamatério e que algumas células como granulécitos,
monocitos/macréfagos e linfécitos podem produzir e liberar peptideos opioides.
Ainda, dados demonstram que opioides inibem a producao e secregcao de citocinas
por macrofagos M1(ZHANG et al., 2017), além de inibir a proliferacdo de células
progenitoras de macréfagos (NINKOVIC; ROY, 2013). Os opioides interferem ainda
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com a inflamacdo neurogénica, uma vez que os receptores opioides, quando
ativados por seus agonistas endoégenos ou exdgenos, se acoplam a proteina Gi que
2or sua vez atua na reducao da excitabilidade do neurdnio e, subsequentemente na
reducdo da liberagdo de substancia P, resultando em efeitos anti-inflamatérios
(STEIN; KUCHLER, 2013).

Vale ressaltar que seu uso torna-se limitado devidos aos efeitos colaterais
associados a seu uso, como por exemplo, depressao respiratéria, dependéncia,
sedacao e euforia (BODNAR; KLEIN, 2004). Alem disso, outro efeito muito comum
observado apés a administracdo de opioides é a hiperalgesia, o aumento da
sensibilidade dolorosa, que pode ocorrer logo apos seu uso, em baixas doses ou de
forma tardia apdés o término do tratamento, e que pode contribuir para o
desenvolvimento de tolerancia. Em conjunto, o uso de farmacos opioides muitas
vezes pode se tornar limitada (JENSEN et al.,, 2009). Considerando essas
informacgdes, tem sido relevante a busca por novos medicamentos com o menor

numero de efeitos colaterais.

1.4 Canabinoide x opioide

Dados da literatura demonstram o uso de canabinoides como tratamento para
doencas associadas a alteragdes do SNC, devido a sua capacidade em aliviar
sintomas associados a estas condicdes, como a dor e inflamagdo (BONFA;
VINAGRE; FIGUEIREDO, 2008; ZUARDI, 2006). Os canabinoides podem ser
divididos em trés classes principais: fitocanabinoides (A °-tetrahidrocanabinol — THC,
canabidiol e canabinol), endocanabinoide (anandamida e 2-aracdonilglicerol) e
canabinoides sintéticos, que atuam em dois tipos de receptores, os receptores
canabinoides do tipo 1 (CB4), encontrados principalmente no SNC, neurdnios e
células do sistema imune (GALIEGUE et al., 1995; HERKENHAM, LYNN, LITTLE,
JOHNSON, MELVIN, DE COSTA, 1990; HOWLETT et al., 2004; KATONA et al.,
2000; PERTWEE, 2001), e do tipo 2 (CB), encontrados predominantemente no
sistema periférico e células do sistema imunolégico, tendo grande importancia na
mediacao dos efeitos anti-inflamatérios e imunomodulatorios dos canabinoides
(DEWEY; PODDAR; JOHNSON, 1978; FERNANDEZ-RUIZ et al., 2007; MARTIN;
LICHTMAN, 1998; MILLER; STELLA, 2008; ROM; PERSIDSKY, 2013).
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A presenca de interacao funcional entre o sistema opioide e canabinéide tem
sido demonstrada em varias respostas farmacologicas bem como pela aplicagao
tzrapéutica de uma co-administragdo de canabinoides e opioides para controlar a
dor, modular o sistema imunolégico e as emoc¢des (PAROLARO et al., 2010).

Ambos receptores sao acoplados a proteina de ligagao Gi/GO e sua ativagao
inibe a atividade da adenilil ciclase, bloqueia os canais de calcio voltagem-
dependentes, ativa os canais de potassio e estimula a cascata de proteina quinase
ativada por mitégenos (MAPK). Devido a sua localizacdo pré-sinaptica, o principal
efeito da ativacao de receptores de canabinoides e opioides € a inibicao da liberacao
de neurotransmissores (CHILDERS et al., 2008; MACKIE, 2008; WOLFL et al.,
2009).

Varios estudos demonstraram que receptores opioides e canabinoides podem
interagir funcionalmente no SNC. Estas interacbes podem ser diretas, através da
heteromerizacao do receptor, ou indiretas, por meio de sinais cruzados de
sinalizacao que incluem liberagcdo mediada por agonistas e/ou sintese de ligantes
endoégenos que podem ativar esses receptores (BUSHLIN; ROZENFELD; DEVI,
2010). _

Além disso, tanto os receptores canabinoides como os opioides sao
encontrados em areas comuns e ainda estdo co-localizados em regides que
controlam a nocicepcao como nucleo talamico centro-medial, nucleo magno da rafe,
substancia cinzenta periaquedutal e corno dorsal da medula espinal. Ainda estudos
demonstraram que esses dois sistemas podem potencializar um ao outro,
(CICHEWICZ, 2004; PAROLARO et al., 2010).

Dados da literatura relatam que agonistas de receptores canabinoides
induzem a liberagédo de opioides endogenos, da mesma forma que agonistas
opioides podem acarretar a liberagdo de encanabinoides (IBRAHIM et al., 2005;
WELCH; EADS, 1999). Foi observado também que a naloxona, um antagonista
opioide nao seletivo, previne efeito analgésico de um agonista de receptores
canabinoides do tipo 2 demonstrando o envolvimento de receptores opioides na
analgesia induzida por canabinoides (SMITH; WELCH; MARTIN, 1994; WELCH,;
EADS, 1999). Alem disso, o efeito dos canabinoides pode ser dependente da
liberacao de opioides endogenos (BUSHLIN; ROZENFELD; DEVI, 2010; MARTIN;
LICHTMAN, 1998; PAROLARO et al., 2010).
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Baseado nos fatos de que (1) um dos sintomas importantes apresentados na
indugao de neuropatia por lesdo nervosa periférica (PSNL) € a dor cronica, e que
este sintoma é decorrente do aumento da resposta inflamatéria periférica mas
principalmente central, (2) que a crotalfina acarreta analgesia potente e de longa
duragao tanto em modelos de dor aguda quanto crénica, (3) o mecanismo de acao
periférico da crotalfina foi anteriormente explorado, porém seu efeito central é
desconhecido, torna-se relevante entender a acao da crotalfina no processo de
sensibilizacao central e sua possivel acao sobre a resposta inflamatéria induzida

pela lesdo de nervo periférico (PSNL).
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2 OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho foi investigar o efeito da crotalfina no modelo de PSNL,
particularmente em relagdao a sua possivel acao central ainda desconhecida, os
mecanismos responsaveis por este efeito, bem como sua possivel interacdo com
células imunes. Desta forma, os objetivos especificos deste trabalho foram:

Avaliar o efeito da crotalfina no controle da nocicepcao induzida pelo modelo de
neuropatia periférica (PSNL), verificando:

o Seu efeito sobre a hipersensibilidade durante as fases aguda e crénica
da neuropatis;

o Sua possivel interferéncia no desenvolvimento da neuropatia e
cronificagcao da dor;

o O mecanismo de agcao do seu efeito central quanto ao subtipo de
receptores opioides e canabinoides envolvido.

Avaliar os possiveis efeitos no desenvolvimento da neuropatia periférica,
quanto a:
o Envolvimento e a presenca células gliais na medula espinal dos
animais submetidos a cirurgia de PSNL;
o Producao de citocinas pro-inflamatérias na medula espinal, apés a

indug&o da neuropatia;
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3 MATERIAL E METODOS

Para o desenvolvimento deste trabalho foram utilizadas diferentes técnicas

descritas a seguir.
3.1 Animais

Foram utilizados camundongos C57BL/6 machos, fornecidos pelo Biotério
Central do Instituto Butantan (CEUA n°® 3380310317), mantidos sem restrigdo hidrica
ou alimentar em sala apropriada, com isolamento acustico, temperatura controlada
(22°C + 1) e ciclo claro-escuro (12:12 h), em caixas de microambiente por um
periodo minimo de 3 dias antes dos experimentos.

3.2 Delineamento experimental

Este trabalho teve como objetivo avaliar o efeito antinociceptivo central da
CRO no modelo de PSNL. Inicialmente, investigamos a efetividade da crotalfina
neste modelo. Para tanto, os animais foram submetidos a analise da sensibilidade
dolorosa por estimulagdo mecanica (item 3.4.1) antes e apés cirurgia de ligagéo
parcial do nervo isquiatico (PSNL) conforme descrito no item 3.3. O tratamento com
a CRO foi realizado, por via oral, conforme descrito no item 3.7, de duas maneiras:
(1) tratamento na fase aguda da dor, a partir do 3° dia apés a cirurgia ou (2)
tratamento na fase crénica, a partir do 14° dia da cirurgia. Esses ensaios tiveram
como objetivo avaliar se a CRO é efetiva tanto na fase aguda (preferencialmente
inflamatéria) como na fase crénica da dor (onde a neuropatia ja esta instalada), e
também se o controle da fase aguda poderia interferir com a instalacéo da
neuropatia, bem como a duracao do efeito analgésico nos diferentes tempos. Uma
vez que estudos anteriores do nosso grupo comprovaram que, perifericamente, a
crotalfina é capaz de ativar receptores canabinoides do tipo CB; presentes no tecido
da pata, e que esta ativacao acarreta a liberagao de dinorfina A, agonista endégeno
de receptores kappa. Além disso, também foi demonstrado que a acao periférica da
crotalfina difere em modelos de dor aguda e crénica, uma vez que em modelo de dor

aguda sua acao € em receptores kappa, enquanto que em modelos de dor crénica
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observa-se a participagdo de receptores opidides kappa e delta. Assim,
investigamos quais receptores mediariam o efeito central da crotalfina. Para tanto,
avaliamos a participacdo de receptores opidides mu, kappa e delta e de receptor
canabinoide CB4 e CB,, através da injecao i.t. de antagonistas seletivos destes
receptores (de acordo com o item 3.7.). Em seguida investigamos a participacao de
endocanabinoides e opioides endbgenos presentes no SNC no efeito analgésico da
crotalfina, através da injegcdo i.t. de anticorpos anti-opidides endoégenos e de
inibidores enzimaticos (de acordo com o item 3.7.). Para verificar o envolvimento de
microglia no efeito analgésico da crotalfina utilizamos um inibidor desta célula (de
acordo com o item 3.7.). A participacdo de células glias da medula espinal foram
avaliadas por Western blotting de acordo com o descrito no item 3.5.. A
guantificamos de citocinas pro-inflamatérias na medula espinal foi avaliada por

ensaio imunoenzimatico (item 3.6.)
3.3 Inducao de neuropatia

A cirurgia do modelo de PSNL (do inglés, partial sciatic nerve ligation) foi
realizada como descrito por Malmberg e Basbaum, em 1998 (MALMBERG;
BASBAUM, 1998). Com o animal sob efeito de anestesia (1,5% Isofurano em
oxigénio) e condicdes assépticas, o nervo isquiatico foi exposto em regiao proximal
da coxa. Para realizacao da lesao parcial, aproximadamente 1/3 a 1/2 do diametro
do nervo isquiatico foi fortemente amarrado com fio de sutura de seda 8.0 (figura 1).
Na sequéncia a pele foi suturada com fio de sutura de seda 4.0. Os animais controle
falso-operados (Sham) também foram submetidos a cirurgia, mas o nervo foi apenas
manipulado e em seguida a pele foi suturada.
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Figura 2 - Cirurgia de PSNL

Nerre

Fonte: Calvo et al,, 2012. Adaptada.

3.4 Avaliagao nociceptiva: Filamentos de von Frey

Para avaliacdo de alodinia mecanica tatil foi utilizado o teste com filamentos
de von Frey, que consiste em uma série logaritmica de 8 filamentos de nailon
(Aesthesiomer Semmer-Weinster, Stoelting Co., EUA) com variag@o progressiva de
pressdo. O valor de cada filamento é dado em logio (gramas X 10*), tendo os
seguintes valores 1,65, 2,36, 2,44, 2,83, 3,22, 3,61, 3,84 e 4,08 sendo seus valores
em gramas 0,008 g, 0,02 g, 0,04 g, 007 g, 0,16 g, 04 g, 06 ge 10 g
respectivamente. Os filamentos com peso superior a 4,08 ndo foram utilizados. A
sensibilidade tatil foi avaliada através da aplicagdo de um estimulo de presséo leve e
constante na regido central da pata, necessario para determinar a retirada ou flinch
da pata traseira. Os camundongos foram colocados sobre uma plataforma metalica
perfurada (célula de 0,8 x 0,8 cm), elevada 30 cm da superficie, sobre a qual foi
adaptada uma caixa acrilica transparente (8 x 8 x 18 cm) dividida em dez
compartimentos iguais. Antes do teste os animais permaneceram nestas caixas por

aproximadamente 20 minutos, até cessar a atividade exploratéria.
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O teste inicia-se com um filamento, de valor intermediario (0,16 g). Se o
animal apresenta resposta positiva ao estimulo, o proximo filamento de menor
diametro é testado; se o animal apresenta uma resposta negativa, o filamento de
maior forca é testado, e este procedimento sera repetido até que o limiar seja
determinado. Cada filamento serd aplicado cinco vezes consecutivamente. O limiar
nociceptivo mecanico foi definido como o filamento de menor diametro que provocar

uma rapida retirada da pata, em pelo menos uma das cinco tentativas (TAL;
BENNETT, 1994).

3.5 Western Blotting

Apbs os testes comportamentais e o tratamento com a CRO os animais
sofreram eutanasia, em seguida o corno dorsal do segmento lombar ipsilateral e os
ganglios da raiz dorsal localizados entre L3-L6 ipsilateral a lesdo foram coletados.
Para extracao de proteina, as amostras foram homogeneizadas em um volume de
50 uL com RIPA buffer (R0278, Sigma-Aldrich, EUA) com coquetel inibidor de
protease e fosfatase (1:300, Sigma-Aldrich, EUA). Em seguida as amostras foram
centrifugadas a 15.000g, por 10 minutos a 4 °C. Apdés a centrifugacdo, foi
determinada a quantidade de proteina do sobrenadante pelo método de Bradford
(BRADFORD, 1976). As aliquotas de proteinas foram fervidas em tampao Laemmli e
posteriormente, submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE 8 e
12 %), em aparelho para minigel (Mini-Protean, Biorad, Brasil). Apés a separacao
por eletroforese, as proteinas foram transferidas para uma membrana de
nitrocelulose (BioRad). As membranas foram bloqueadas por 1 hora e 30 minutos
em temperatura ambiente em TBS-T (20 mM Tris-HCL, 150 mM NaCl, e 0,1 %
Tween 20) contendo 5 % de BSA ou em TBS-T contendo 5 % de agente de bloqueio
(RPN2125, GE Healthing care, UK), depois lavadas 3 vezes de 5 minutos com 10
mL de TBS-T. Em seguida foram incubadas em TBS-T 5 % de BSA ou em TBS-T
contendo 5 % de agente de bloqueio com anticorpos anti-iINOS (Ab49999, 1:1000,
Abcam, EUA), anti-liver Arginase (Ab91279, 1 pg/mL, Abcam, EUA), anti-lba-1
(Ab178847, 1:1000, Abcam, EUA, bloqueio realizado em TBA-T com 5% de agente
de bloqueio) e anti-GFAP (D1F4Q, 1:1000, Cell Signaling, EUA, incubagcdo em

agente de bloqueio), overnight a 4 °C. Posteriormente as membranas foram lavadas
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3 vezes por 5 minutos com 10 mL de TBS-T e entdo incubadas por 1 hora e 30
minutos com anti-lgG do animal produtor do respectivo anticorpo primario conjugado
a peroxidase (1:5000, Abcam, EUA). As bandas foram visualizadas utilizando
solucao ECL (Pierce) em fotodocumentador com sistema de captura digital de
imagem (UVITEC Cambridge). A densidade o6ptica das bandas foi determinada pelo
programa UVITEC Cambridge. A quantidade de proteina de membrana foi
normalizada pela incubacdo da membrana com anticorpo para GAPDH (1:5000,
Ab8245, Abcam, EUA) ou beta-actina (1:5000, A5316, Sigma Aldrich, EUA).

3.6 Avaliagao dos niveis de citocinas

Apbs os testes comportamentais e o tratamento com a CRO os animais
sofreram eutanasia, em seguida o segmento lombar ipsilateral foi coletado. Para
extracdo de proteina, as amostras foram homogeneizadas em um volume de 80 pL
com PBS contendo 0,4 M de NaCl, 0,05 % de Tween, 10 mM de EDTA e coquetel
inibidor de protease (1:300, Sigma-Aldrich, EUA). Em seguida as amostras foram
centrifugadas a 3.000g, por 10 minutos a 4 °C. Apods a centrifugagao, foi determinada
a quantidade de proteina do sobrenadante pelo método de Bradford (BRADFORD,
1976). Os niveis de IL-1B e IL-6 foram determinados utilizando kit comercial de
acordo com as instrugbes do fabricante (respectivamente 559603 e 555240 BD
OptEiA, San Diego, CA). A quantificacdo foi realizada no programa CurveExpert
1.4. O limite de deteccao da curva foi de 31,3 pg/mL para L-1B e 15,6 pg/mL para IL-
6.

3.7 Tratamentos farmacologicos

¢ CRO (Proteimax, Brasil - Lote: P170717-HS595874), obtida por meio de
sintese peptidica em fase soélida, através de estratégia Fmoc. A CRO foi
administrada por via oral (p.o.) nas doses 5, 50 e 100 pg/kg em 200 pL.
Para avaliar a participagao de receptores opioides, foram utilizados os seguintes
antagonistas por via intratecal:
e CTOP (Sigma Aldrich, P5296), antagonista de receptor mu (150 ng/10
pL/anima) (MIZOGUCHI et al., 2014).
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e Nor-BNI (Sigma Aldrich, N1771) antagonista de receptor kappa (60 ug/10
pL/animal) (WANG et al., 2018).

w

Naltrindol (Sigma Aldrich, N115) antagonista de receptor delta (10 ug /10
pL/animal) (OCHI; OHKUBO; MUTOH, 2002).

Para avaliar a participagdo dos receptores canabinoides, foram utilizados os
seguintes antagonistas por via intratecal:

e AM251 (Sigma Aldrich, A6226), com seletividade para receptores CB4 (10 ug

/10 pL/animal) (CURTO-REYES et al., 2011).
e AM630 (Sigma Aldrich, SML0327) com seletividade para receptores CB, (2
pg/10 pL/animal) (EMER et al., 2018).

Para avaliar a participacao de opioides enddgenos foram utilizados anticorpos
anti-opioides endogenos, administrados por via intratecal. Os seguintes anticorpos
foram utilizados:

* Anticorpo anti-Met-Encefalina (Peninsula Laboratories International, San

Carlos, CA) (20 pg/10 uL/animal).

e Anticorpo anti-B-endorfina (Peninsula Laboratories International, San Carlos,
CA) (10 ug/10 ul/animal).

e Anticorpo anti-Dinorfina-A (Peninsula Laboratories International, San Carlos,
CA) (10 pg/10 pL/animal).

Para avaliar se a acado da crotalfina em receptores CB; e CB, ocorre
indiretamente, pela liberagdo de endocanabindides, utilizamos o Orlistat, um inibidor
do diacilglicerol (precursor dos endocanabindides, produzido a partir da hidrélise de
fosfoinositideos de membrana), a fim de se verificar se este inibidor é capaz de
interferir com a antinocicepcéao induzida pela crotalfina, ou o MAFP (metil araquidonil
fluorofosfonado), um inibidor da hidrolase amida de acidos graxos (enzima que
hidrolisa os endocanabinodides), a fim de se verificar se este inibidor é capaz de
potencializar a antinocicep¢ao induzida pela crotalfina. Assim, foram administrados

por via intratecal:

o Orlistat (Sigma Aldrich, 04139, EUA) (10 ug/10 pL/animal) (GREGG et al.,
2012).

e Methyl arachidonyl fluorophosphonate - MAFP (Sigma Aldrich, M2939, EUA)
(30 pg/ 10 pL/animal) (LUCAS et al., 2005)
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Para verificar o envolvimento de células gliais no efeito analgésico da crotalfina,
administramos por via intratecal um potente inibidor de ativacao e proliferagdo de
microglia:

¢ Minociclina (Santa Cruz, CAS 13614-98-7, EUA) (10 nM/10 uL/animal) (SANT

ANNA et al., 2016).

3.8 Administracao intratecal

Para realizagao dos tratamentos farmacolégicos por via intratecal, os animais
foram mantidos sob efeito de anestesia (1,5% Isofurano em oxigénio) foi introduzida
uma agulha (8 mm x 0,3 mm - 30G) acoplada a uma seringa (BD Ultra-Fine 11) entre
as vértebras L5-L6. Como indicativo da insergcao correta no espago subaracnoide, os
animais realizam um movimento involuntario rapido com a cauda, o flick. Os

compostos foram injetados apenas apos a realizagao do flick pelos animais.

3.9 Analise estatistica

Os resultados obtidos foram submetidos a de analise de variancia One Way
ANOVA ou Two-way ANOVA de medidas repetidas, seguidos do teste de Tukey ou
Sidak. Foi utilizado o Programa GraphPad Prism 6. O indice de significancia foi de p
< (,05.
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4 RESULTADOS

A etapa inicial do projeto foi verificar o comportamento dos animais com a
neuropatia induzida pelo PSNL bem como seu desenvolvimento. Em seguida
buscamos investigar o mecanismo de acao central da crotalfina afim de verificar se
havia ou ndo uma diferenga em relagéo ao que se sabia sobre. Por fim verificamos o
envolvimento de células glias e a liberagao de citocinas apds o tratamento com a

crotalfina.
4.1 Avaliagao da hipernocicepc¢édo induzida pelo modelo de PSNL

Para avaliar a instalacdo e duracdo da neuropatia induzida pela ligagao
parcial do nervo isquidtico, no dia 0 os animais foram submetidos ao teste
comportamental antes, e durante os 21 dias apds a cirurgia para indugédo da
neuropatia. Como controles, foram utilizados animais falso-operados (sham) e
animais naive (animais que ndo passaram por qualquer tipo de manipulagdo
cirargica).

Os resultados demonstraram que, como esperado, 0s animais naive nao
apresentaram nenhuma alteragdo nociceptiva. Entretanto, os animais sham
apresentaram reducéo leve do limiar nociceptivo no primeiro e segundo dia apos a
cirurgia retornando ao limiar basal no terceiro dia e que se manteve por todo periodo
avaliado. Por outro lado, os animais com PSNL tiveram uma queda acentuada no
limiar nociceptivo, ou seja, apresentaram dor, desde o primeiro dia apos a cirurgia e
que se manteve até 21° apds a cirurgia (figura 3), corroborando dados demonstrados
na literatura (MALMBERG; BASBAUM, 1998).

Considerando este resultado, foi determinado que o tratamento na fase aguda
preferencialmente inflarriatéria seria realizado no 3° dia apés a cirurgia e no 14° na

fase cronica.



32

Figura 3 - Avaliagédo da hipernocicepgéo induzida pelo modelo de PSNL
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Fonte: préprio autor.

Os animais foram submetidos a cirurgia e foram avaliados utilizando os filamentos de von Frey por
até 21 dias ap6s a cirurgia. Os resultados sdo expressos pela média de (+ EPM) n=3-4. Resultado
representativo de 4 experimentos. * p < 0,05 indica diferenga estatisticamente significante quando
comparado com os grupos Sham e Naive. # p < 0,05 indica diferenga estatisticamente significante
quando comparado com o grupo Naive. Foi utilizado o teste two-way ANOVA seguido pelo teste de
Tukey.

4.2 Curva dose-resposta da crotalfina na hipernocicepcao induzida pelo
modelo de neuropatia (PSNL) nas fases aguda e crdénica

Para determinar a dose de administragdo da crotalfina, foram testadas
diferentes doses por via oral (p.o). A escolha das doses utilizadas para o ensaio da
crotalfina via oral foi baseada em resultados anteriores obtidos pelo nosso grupo
(MACHADO et al., 2014).

4.2.1 Curva dose-resposta da crotalfina por via oral na hipernocicepcao induzida
pelo modelo de neuropatia (PSNL) nas fases aguda e crénica
A crotalfina foi administrada por via oral no 3° dia apés a indugdo da

neuropatia (fase preferencialmente inflamatéria) e os animais foram avaliados 1 hora

(B) ojnwysa ap apepisusaiy|
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e a cada 24 h ap6s o tratamento (figura. 4A). Foi observada que as doses de 5, 50 e
100 pg/kg/200 pL reduziram parcialmente a dor induzida pelo modelo em relagao a
medida inicial e esta se mantém por até 24 horas, desaparecendo completamente,
nas doses de 5 e 50 pg/kg p.o, 48 horas apés o tratamento. Por outro lado, a dose
de 100 pg/kg ainda manteve seu efeito analgésico parcial 48 horas apoés a
administragao.

O mesmo foi realizado no 14° apds a cirurgia, periodo em que a neuropatia ja
esta instalada (figura 4B). Os resultados obtidos foram semelhantes ao observado
durante a fase aguda da neuropatia. As doses de 5, 50 e 100 pg/kg induzem
analgesia parcial na dor induzida pelo modelo de PSNL 1 hora apés a
administracao. As doses de 5, 50 pg/kg nao apresentam mais efeito 24 horas depois
do tratamento. Em contrapartida, os animais tratados com a dose de 100 pg/kg
apresenta analgesia parcial até 24 horas apés a administragao.

Nossos resultados mostraram ainda que o controle da dor inflamatéria na fase
aguda da neuropatia ndo interfere com a instalagéo da fase crénica, uma vez que
hipersensibilidade mecanica de mesma intensidade que os animais controle foi
observada no 14° dia em animais tratados previamente com crotalfina no 3° dia
(figura 4C).
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Figura 4 - Efeito da crotalfina via oral na hipersensibilidade ao estimulo mecanico
induzido pelo modelo de PSNL nas fases aguda e crénica.
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Fonte: préprio autor.

Os animais foram tratados no 3° (A e C) e 14° (B) dia apds a PSNL com a crotalfina por via oral e
uma hora apés a administragido os animais foram avaliados utilizando os filamentos de von Frey (A,
B). Os resultados s3o expressos pela média de (x EPM) n=5. * p < 0,05 indica diferenca
estatisticamente significante quando comparado com grupo PSNL + Salina (A, B). # p < 0,05 indica
diferenca estatisticamente significante quando comparado com o grupo PSNL + CRO 5 pg/kg (A). § p

< 0,05 indica diferenca estatisticamente significante quando comparado com o grupo PSNL + CRO 50
Ha/kg (A). Foi utilizado o teste two-way ANOVA seguido pelo teste de Tukey.

4.2.2 Avaliacao do efeito da crotalfina em animais falso-operados

Estudos anteriores realizados pelo grupo demonstraram que em modelo de
dor aguda inflamatéria induzida por prostaglandina (PGE,) a crotalfina s6 induz
efeito analgésico na presenca de sensibilizacdo (MACHADO et al., 2014; ZAMBELLI
et al., 2014). Nesse sentido, investigamos se a crotalfina poderia interferir com a
sensibilidade de animais sham.

Para isso os animais foram submetidos a cirurgia e no 3° (figura 5A) ou no 14°
dia (figura 5B) apos a cirurgia foram tratados com crotalfina € 1 hora apés a
administracdo foram avaliados. Os dados obtidos demonstraram que a crotalfina néo
altera o limiar nociceptivo dos animais sham, confirmando que, independente do

modelo utilizado seu efeito s6 & observado frente a sensibilizagdo. Considerando
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esses resultados os animais sham nao foram mais utilizados nos experimentos

subsequentes.

Figura 5 - Interferéncia da crotalfina em animais sham
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Os animais foram tratados no 3° (A) ou 14° (B) dia apds a cirurgia de PSNL com a crotalfina por via
oral e uma hora apés a administragdo os animais foram avaliados utilizando os filamentos de von
Frey. Os resultados s&o expressos pela média de (+ EPM) n=5. * p < 0,05 indica diferenca
estatisticamente significante quando comparado com grupo os grupos sham e sham + CRO 100
pg/ka. # p < 0,05 indica diferenca estatisticamente significante quando comparado com o grupo PSNL
+ Salina. Foi utilizado o teste two-way ANOVA seguido pelo teste de Tukey.

4.3 Avaliagdo do envolvimento de receptores opioides e canabinoides

Com o intuito de avaliar os componentes centrais envolvidos no efeito da
crotalfina, investigamos a participagéo de receptores opioides e canabinoides, uma
vez que perifericamente ja foi demonstrado que o efeito da crotalfina envolve
receptores do tipo kappa e CB,. Os animais foram submetidos a cirurgia de PSNL e
no 14° dia apos a cirurgia foram administrados, por via intratecal, os antagonistas
dos receptores mu, kappa e delta opioides e antagonistas dos receptores CB4 e CB;
canabinoides e 10 minutos ap6s os animais foram tratados com crotalfina por via

oral. O limiar nociceptivo foi avaliado 1 hora depois da administragcao da crotalfina.
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4.3.1 Avaliagéo do envolvimento de receptores mu, kappa e delta opioide

Os resultados obtidos demonstraram que como esperado a crotalfina per se
acarreta reversao do quadro doloroso em relacédo a medida inicial. Entretanto, os
animais que receberam CTOP (antagonista de receptor mu, figura 6A), Nor-BNI
(antagonista de receptor kappa, figura 6B) e Naltrindol (antagonista de receptor
delta, figura 6C) por via intratecal nao apresentaram o efeito analgésico da crotalfina

confirmando desta forma o envolvimento destes receptores centrais no efeito da
crotalfina.

Figura 6 - Avaliacao do envolvimento de receptores mu, kappa e delta opioide

A ' E=3 Antes do tratamento
’ 3 Depois do tratamento

4- 1.0

o |hmiakasal e, 0.6

. 5
g d

(=] * 0.4 s
£ 2
g l 0.16 ﬁ
‘g 3 @
3 007 &
[~ " 4]
8 0.04 %
3

o] =
g 002 §
E 2 <
= 0.008

Salinait+ Salinait+ CTOPit+ CTOPit+
Salinapo. CROpo. Salinap.o. CROp.o.

14° dia do PSNL



39

B E=3 Antes do tratamento
) 33 Depois do tratamento
4 1.0
§ .I:'.rﬂ'ﬁr. basal .......................................................... 0.6
% 04 =
o o
€ . »
3 o
g l 016 §
S 3—' m
[}
2 0.07 &
a o
3 0.04 %
L]
=] =
; 0.02 3
a @
E 2 <
= 0.008
Salinait+ Nlit+ Nor-BNIlit+
Salinap.o. CROp.o. Salinapo. CROp.o.
' 14° dia do PSNL '
c B3 Antes do tratamento
' 3 Depois do tratamento
44 1.0
b R T 06
F -
; * 04 %
g - 5
B 0.16 &
= o
34 ®
2 o
2 0.07 @
2 ®
8 0.04 &
) 3
o
= 0.02 5
‘“ —
= %)
E 2 -
= 0.008

Salinait+ Salinait+ Naltrindolit Naltrindoli.t
Salinap.o. CROp.o. +8alinap.o. +CROp.o.

14° dia do PSNL

Fonte: proprio autor.

Os animais foram submetidos a cirurgia de PSNL e no 14° dia apds a indugéo da neuropatia foram
administrados antagonistas seletivos para os receptores mu (A), kappa (B) e delta (C) opioides por
via intratecal, 10 minutos ap6s os animais foram tratados com a crotalfina 100 ug/kg/200 pL (p.o.) e
avaliados utilizando os filamentos de von Frey 1 h apés. Os resultados sdo expressos pela média de
(x EPM). n=6. * p < 0,05 estatisticamente significante quando comparado com os grupos PSNL +
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Salina i.t. e PSNL + antagonista i.t. antes e depois do tratamento. Foi utilizado o teste two-way
ANOVA seguido pelo teste de Sidak.

4.3.2 Avaliagao do envolvimento dos receptores CB4 e CB; canabinoide

Os dados obtidos novamente demonstraram que como esperado a crotalfina
acarreta reversao parcial do quadro doloroso induzido pelo modelo. No entanto, na
presenca de AM251, antagonista de CB4 (figura 7A) e de AM630, antagonista de
CB: (figura 7B) a analgesia acarretada pela crotalfina foi completamente bloqueada
demonstrando que ambos os receptores também participam do efeito antinociceptivo
da crotalfina.
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Figura 7 - Avaliacao do envolvimento de receptores CB4 e CB, canabinoide
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Fonte: proprio autor.

Os animais foram submetidos a cirurgia de PSNL e no 14° dia apds a indugéo da neuropatia foram
administrados antagonistas de receptores CB; (A) e CB, (B) canabinoides por via intratecal, 10
minutos apés foram tratados com a crotalfina 100 pg/kg/200 pL (p.o.) e uma hora depois foram
avaliados utilizando os filamentos de von Frey. Os resultados séo expressos pela média de (+ EPM).
n= 6. * p < 0,05 estatisticamente significante quando comparado com os grupos PSNL + Salina i.t. +

Salina p.o. e PSNL + antagonista i.t. + Salina p.o. antes e depois do tratamento. Foi utilizado o teste
two-way ANOVA seguido pelo teste de Sidak.
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4.4 Avaliacao da participacao de opioides endégenos e endocanabinoides no
efeito analgésico induzido pela crotalfina

Considerando estudos preliminares que indicam que a crotalfina nao ativa
diretamente os receptores opidides ou canabinodides, uma vez que o peptideo nao €
capaz de deslocar a naloxona marcada (P! naloxona) ou mesmo o agonista
marcados néo-seletivo de receptores CBy e CB, (®"'CP55,490) em estudos de
“binding” (dados nao publicados), investigamos se o efeito em receptores opioides e
canabinoides ocorreria de maneira indireta, pela liberacao de opidides endégenos ou

endocanabinoides.
4.4.1 Avaliacao da participacao de opioides endégenos no efeito da crotalfina

Os animais foram submetidos a cirurgia de PSNL e no 14° dia apés a cirurgia
foi administrado por via intratecal anticorpos especificos para cada opioide
endégeno, sendo eles anticorpo anti- Met-Encefalina (figura 8A), anticorpo anti-B-
endorfina (figura 8B) e anticorpo anti- Dinorfina-A (figura 8C) e 30 minutos apd6s os
animais foram tratados com crotalfina por via oral. Os animais foram avaliados 1
hora ap6s a administragcdo da crotalfina. Os resultados demonstram que o efeito
analgésico da crotalfina & dependente de opioides endégenos (Met-Encefalina, B-
endorfina e Dinorfina-A) uma vez que todos os anticorpos reverteram o efeito da
crotalfina (Figura 8).



Figura 8 - Avaliacao do envolvimento de opioides endégenos
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Fonte: proprio autor.

Os animais foram submetidos a cirurgia de PSNL e no 14° dia apods a indugao da neuropatia foi
administrado anticorpos especificos para cada opidide enddgeno, anticorpo anti- Met-Encefalina na
dose de 20 pg (A), anticorpo anti-B-endorfina na dose de 10 pg (B) e anticorpo anti- Dinorfina-A na
dose de 10 g (C) e 30 minutos apés os animais foram tratados com crotalfina 100 pg/kg/200 uL por
via oral e uma hora depois da administragdo da crotalfina o limiar nociceptivo foi avaliado utilizando
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os filamentos de von Frey. Os resultados sao expressos pela média de (+ EPM). n= 6. * p < 0,05
indica diferenca estatisticamente significante quando comparado com o grupo PSNL + Salina i.t. +
Salina p.o. e PSNL + Anticorpos + Salina i.t.. Foi utilizado o teste two-way ANOVA seguido pelo teste
de Sidak.

4.4 .2 Avaliacao da participagao de endocanabindides centrais no efeito da crotalfina

A participacdo de endocanabindides no efeito da crotalfina foi avaliada
utiizando o Orlistat, um inibidor do 2-aracdonoilglicerol (precursor dos
endocanabindides, produzido a partir da hidrélise de fosfoinositideos de membrana)
(ORTAR et al., 2008), a fim de se verificar se este inibidor &€ capaz de interferir com a
analgesia induzida pela crotalfina, e o MAFP (metil araquidonil fluorofosfonado), um
inibidor da hidrolase amida de acidos graxos (enzima que hidrolisa os
endocanabinoides) (DEUTSCH et al., 1997), a fim de se verificar se este inibidor é
capaz de potencializar a antinocicep¢do induzida pela crotalfina.

Para isso, os animais foram submetidos a cirurgia de PSNL e no 14° dia apos
a cirurgia foi administrado por via intratecal o Orlistat 30 minutos antes da crotalfina
100 pg/kg/200 pL (figura 9A) ou MAFP 10 minutos antes da crotalfina 5 ug/kg/200 pL
(figura 9B).

Os resultados obtidos demonstraram que o Orlistat nao interfere com o efeito
analgésico da crotalfina, bem como o MAFP nao foi capaz de potencializar este
efeito, sugerindo que os canabinoides endoégenos nao estdo envolvidos na agéo
central da crotalfina (Figura 9).
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Figura 9 - Envolvimento de endocanabinoides no efeito antinociceptivo da crotalfina
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Os animais foram submetidos a cirurgia de PSNL e no 14° dia apds a inducéo da neuropatia foi
administrado Orlistat (A) ou MAFP (B) em seguida os animais foram tratados com crotalfina por via
oral e uma hora depois da administracédo da crotalfina o limiar nociceptivo foi avaliado utilizando os
filamentos de von Frey. Os resultados sao expressos pela média de (£ EPM). n= 6. * p < 0,05 indica
diferenca estatisticamente significante quando comparado com os grupos PSNL + Salina i.t. + Salina
p.o. e PSNL + Orlistat/MAFP + Salina i.t. antes e depois do tratamento. Foi utilizado o teste two-way
ANOVA seguido pelo teste de Tukey (A) ou Sidak (B).

4.5 Investigacao da participagdo de células glias no efeito analgésico da

crotalfina

Considerando que a crotalfina &€ capaz de modular a fungdo de macréfagos
residentes e inflamatérios, o que pode contribuir para acao analgésica do peptideo
(dados nao publicados) e que as microglias sdo macrofagos residentes do SNC
(SALTER; STEVENS, 2017), nosso proximo passo foi verificar a participagao dessas
células na analgesia induzida pela crotalfina.

Para tanto os animais foram submetidos a cirurgia de PSNL e no 14° dia apos
a cirurgia foi administrado a minociclina, uma tetraciclina de segunda geragao semi-

sintética, que atua como um potente inibidor da ativacao e proliferagcao da microglia
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(KOBAYASHI et al., 2013) por via intratecal 30 minutos antes da crotélfina 100
Hg/kg/200 pL.

Os resultados obtidos demonstraram que minociclina foi capaz de reverter a
analgesia induzida pela crotalfina, confirmando a participagdo da microglia neste

efeito analgésico (figura 10).
Figura 10 - Envolvimento das micréglias no efeito analgésico da crotalfina
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Os animais foram submetidos a cirurgia de PSNL e no 14° dia foram tratados com a minociclina i.t.
e/ou crotalfina p.o., o limiar nociceptivo foi avaliado utilizando os filamentos de von Frey. Os
resultados representam a média do grupe (+ EPM). n= 5-6. * p < 0,05 indica diferenca
estatisticamente significante em relagdo aos grupos PSNL + Salina i.t. + Salina p.o, PSNL +
Minociclina i.t. + PSNL + Minociclina i.t. + Crotalfina p.o.. Foi utilizado o teste two-way ANOVA
seguido pelo teste de Sidak.
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4.6 Avaliagao da crotalfina na expressao de células glias na medula espinal de

animais com neuropatia

Apbs lesdo parcial do nervo periférico, ocorrem numerosas alteragdées na
expressao proteica de mediadores medula espinal. Além disso, demonstramos que a
microglia esta envolvida no efeito analgésico da crotalfina.

Nesse sentido, nosso proximo passo foi verificar o efeito da crotalfina em
celulas glias e em alguns marcadores centrais envolvidos no desencadeamento ou
no controle de condicao inflamatéria. Para isso, os animais foram submetidos a
cirurgia de PSNL, no14° foram tratados com a crotalfina 100 ug/kg/200 uL, uma hora
depois foram avaliados e em seguida o corno dorsal ipsilateral da medula espinal foi
coletado. Para avaliagdo de astréocitos foi utilizado marcador de filamento
intermediario, o GFAP (do inglés, glial fibrillary acidic protein) (figura 11A); para
avaliacdo de microglias foi utilizado lba-1 (do inglés, lonized calcium binding adaptor
molecule 1) um marcador de membrana (figura 11B).

Ainda na medula espinal buscamos avaliar a expressao de iINOS (do inglés,
inducible nitric oxide synthase) uma enzima encontrada em microglias polarizadas
para o fendtipo M1 e que estd intimamente relacionada a um quadro
neuroinflamatério (figura 11C) e a expressao de arginase-1 (Arg-1) (figura 11D), uma
enzima associada a microglia polarizada para o fenoétipo M2, que esta associada a
uma resposta anti-inflamatéria (XU et al., 2016). E importante ressaltar que como
nao utilizamos multiplos marcadores de micréglias polarizadas nossos resultados
sao apenas sugestivos.

Os dados obtidos apesar de demonstrarem uma tendéncia de agdo da
crotalfina nestes marcadores com a metodologia empregada ndo foram
estatisticamente significativos independente do marcador utilizado (figuras 11A, 11B,
11C e 11D).
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Figura 11 - Envolvimento de células glias no efeito analgésico da crotalfina
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Fonte: proprio autor.

Os animais foram submetidos a cirurgia de PSNL, no 14° dia foram tratados com a crotalfina p.o., em
seguida o limiar nociceptivo foi avaliado utilizando os filamentos de von Frey e por fim os animais
foram sacrificados e o corno dorsal ipsilateral (A, B, C e D). Depois de coletados os tecidos foram
processado e o sobrenadante obtido foi utilizado no ensaio. Os resultados representam a média do
grupo (x EPM). n=8-10. Foi utilizado o teste One-way ANOVA seguido pelo teste de Tukey.

4.7 Quantificacdo de citocinas da medula espinal de animais com neuropatia

ap6s o tratamento com a crotalfina

Diversos trabalhos na literatura tém demonstrado que apds a indugao do
modelo de PSNL, vérias citocinas sdo liberadas em diversos locais incluindo a
medula espinal (GAMA et al., 2018; MIRANDA et al., 2016, 2018a), e além disso,
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estudos anteriores demonstraram que a crotalfina € capaz de modular diversas
fungdes de macrofagos de acordo com o estado de ativacéo.

Considerando essas informagdes, buscamos avaliar se a crotalfina poderia
interferir com liberagé@o de citocinas pré-inflamatérias como a IL-1B e a IL-6. Para
isso, animais com neuropatia (14° dia ap6és o PSNL) foram tratados com a crotalfina,
uma hora apds o tratamento foram avaliados e em seguida a medula espinal
ipsilateral foi coletada.

Nossos dados nao identificaram alteragdo nos niveis de IL-1B (figura 12A),
por outro lado, uma hora apos o tratamento, a crotalfina foi capaz de diminuir a
liberagdo de IL-6 (figura 12B), sugerindo mais uma vez, que este peptideo de

alguma forma atua sobre células imunes.

Figura 12 - Quantificagédo de citocinas na medula espinal de camundongos
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Fonte: proprio autor.

Os animais foram submetidos a cirurgia de PSNL, no 14° dia foram tratados com a crotalfina p.o., em
seguida o limiar nociceptivo foi avaliado utilizando os filamentos de von Frey e por fim os animais
foram sacrificados e a medula espinal foi coletada Depois de coletado o tecido foi processado e o
sobrenadante obtido foi utilizado no ensaio imunoenzimatico (ELISA). Os resultados representam a
meédia do grupo (+ EPM). n=5-6. * p < 0,05 indica diferenca estatisticamente significante em relagao
aos grupos Sham e PSNL + Salina p.o. Foi utilizado o teste One-way ANOVA seguido pelo teste de
Tukey



52

5 DISCUSSAO

Dados sugerem que 20% da populacdo adulta sofra de algum tipo de dor e
10% séao recém-diagnosticados com dor crénica a cada ano (GOLDBERG; MCGEE,
2011) Em relagé@o a dor neuropatica, esta é causada por doenga ou lesdo que afeta
o sistema nervoso e inclui varias condicdes crénicas capazes de gerar atividade
ectdpica dos nervos nociceptivos, sensibilizagdo periférica e central, modulagao
inibidora prejudicada e ativagdo patologica de células do SNC. Com relagcao aos
tratamentos disponiveis, estes fornecem essencialmente alivio sintomatico e podem
incluir terapias ndo farmacolégicas e farmacologicas de intervengado mais extensas.
Entre os tratamentos atualmente utilizados recomendam-se os de primeira escolha
que incluem antidepressivos (agentes triciclicos e inibidores da recaptacédo da
serotonina-norepinefrina) e anticonvulsivantes (gabapentina e pregabalina). Os
farmacos opioides (morfina, oxicodona, tramadol e etc) sao recomendados como
terapias secundarias (MOULIN et al., 2014) devido nao s6 a seus efeitos adversos
severos bem como ao desenvolvimento de dependéncia e tolerancia (NUCKOLS et
al., 2014) ap6s o seu uso prolongado. Esses fatos em conjunto demonstram que a
busca por novos compostos analgésicos ainda € necessaria.

Nesse sentido, foi sintetizado a partir da sequéncia de um composto
analgésico encontrado no veneno da serpente Crotalus durissus fterrificus, a
crotalfina, um peptideo de 14 aminoéacidos com efeito analgésico potente e de longa
duracdo (KONNO et al.,, 2008). Estudos realizados em nosso laboratério
demonstram que a crotalfina induz analgesia de por até 5 dias em modelo de dor
aguda e que este efeito € mediado perifericamente pela ativacdo de receptores
kappa do tipo opioide (KONNO et al.,, 2008). Em modelo de dor neuropatica
induzido por constricdo crénica do nervo isquiatico, este efeito envolve ativacéo de
receptores kappa e delta com duracdo de 2 a 3 dias (GUTIERREZ et al., 2012).
Apesar da analgesia induzida pela crotalfina ser revertida por antagonistas opioides
(naloxona, antagonista nao-seletivo e Nor-BNI, antagonista de receptores kappa),
este peptideo ndo possui semelhanca com nenhum outro opioide descrito na
literatura.

Dados da literatura relatam uma interacdo entre os sistemas opioide e
canabinoide (DESROCHES; BEAULIEU, 2010). Além disso, sabe-se que tanto os
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receptores opidides quanto os canabindides induzem analgesia por meio de
mecanismos dependentes de proteina G, que blogqueiam a liberacao de
neurotransmissores nociceptivos no cérebro e na medula espinhal (ANAND et al.,
2009; CICHEWICZ, 2004; WELCH, 2009). Os dois sistemas atuam em locais
comuns, sendo que seus receptores estdo co-distribuidos em areas importantes
para o controle da dor. Estes sistemas, ainda, parecem potencializar um ao outro,
indicando uma interacao sinérgica entre eles (CICHEWICZ, 2004; PAROLARO et al.,
2010). Dados anteriores de nosso grupo evidenciaram a interagcéo entre os sistemas
opioide e canabinoide no efeito analgésico da crotalfina. Machado et. al. (MACHADO
et al., 2014) demonstraram que perifericamente, o efeito da crotalfina &€ decorrente
de sua agdo (direta ou indireta) sobre receptores CB; periféricos do tecido plantar,
que, uma vez ativados, acarretam a liberagao de dinorfina A, agonista endégeno de
receptores opibdides do tipo kappa. Assim, em continuidade a elucidacao do
mecanismo de agdo da crotalfina, este projeto tem como objetivo avaliar a mediacao
do seu efeito central, bem como a contribuicdo do possivel efeito anti-inflamatério da
crotalfina para a analgesia observada.

Para tanto foi utilizado o modelo de ligacéo parcial do nervo isquiatico (PSNL).
O modelo de neuropatia induzido pela lesédo parcial do nervo isquiatico foi descrito
por Selzer em 1990, e consiste na ligadura de aproximadamente 1/3 a 1/2 do nervo
isquiatico. O modelo do PSNL tem sido descrito como um dos modelos animais que
melhor reproduz a interface neuroimune observada na dor neuropatica em humanos
(GRACE et al., 2014).

Uma vez que o efeito da crotalfina ndo havia sido ainda demonstrado neste
modelo, investigamos sua efetividade frente a hipernocicepcdo mecénica induzida
pelo PSNL. Os resultados demonstram que quando administrada sistemicamente a
crotalfina induz analgesia parcial, observada por até 3 dias na fase aguda, e também
na fase cronica, porém nesta fase, a reversao parcial € observada por até 24 horas
ap6s a administragdo. Estes resultados diferem do observado anteriormente pelo
nosso grupo em modelo de constricao crénica do isquiatico (CCl), onde a crotalfina
reverte a dor na fase crénica por até 3 dias (GUTIERREZ et al., 2008). Essa
diferenca na duracao do efeito pode ser decorrente do modelo utilizado, uma vez
que a literatura descreve muitas diferencas na interface neuroimune entre os

modelos de PSNL e CCI, tais quais o perfil e o tempo de ativacao celular, a liberacao
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de citocinas e quimiocinas nos diferentes tecidos (nervo isquiatico, DRG e medula
espinal) e ativagao de quinases (RISTOIU, 2013).

Como dito anteriormente, estudos anteriores demonstraram que
perifericamente o efeito da crotalfina envolve receptores opioides do tipo kappa e
receptores canabindides do tipo CB; (MACHADO et al.,, 2014). Estudos também
demonstram que a acdo periférica da crotalfina em receptores opioides difere em
modelos de dor aguda e cronica, ou seja, enquanto em modelo de dor aguda sé ha
participagdo de receptores opioides periféricos do tipo kappa, em modelos de dor
cronica observa-se a participacao de receptores opioides kappa e delta. Assim, a fim
de investigar o possivel efeito central da crotalfina ainda ndo comprovado, e o
mecanismo envolvido neste efeito, investigamos incialmente o envolvimento dos
raceptores opioides e canabindides utilizando antagonistas seletivos para este
receptores por via intratecal. Os resultados obtidos demonstraram que quando
administrados centralmente os antagonistas de receptor canabinoides do tipo CBj
(AM251) e CB2 (AM630) e de receptores opiodes mu (CTOP), kappa (Nor-BNI) e
delta (Naltrindol) bloqueiam completamente o efeito analgésico da crotalfina
demonstrando desta forma que este efeito € dependente da ativacao desses
receptores.

Receptores opioides sido receptores acoplados a proteina G que estao
amplamente distribuidos em regides do sistema nervoso central e periférico, aléem da
pele e do trato gastrointestinal (MOLEM, 1976a). No SNC, sao encontrados em
regides como talamo, cortex cerebral, substancia cinzental periaquedutal (PAG),
amigdala, nucleo acumbens, hipotalamo, ganglios da base, substancia nigra e
formagdo reticular, além de serem encontrados na medula espinhal (MOLEM,
1976b; R.; PRZEWLOCKI; PRZEWLOCKA, 2001; VANDERAH, 2007, YAKSH,
1999).Com relagdo a distribuicdo de receptores canabinoides sabe-se que
receptores CB4 sdo encontrados em grande quantidade no hipocampo, cértex,
cerebelo e ganglios da base e a principal funcao fisiolégica € a modulacao da
neurotransmissao. Estao também localizados na periferia, com expressao no ganglio
da raiz dorsal, feixes de fibras nervosas mielinizadas na pele, macréfagos,
mastocitos, sistema gastrointestinal (predominantemente nos  neurdnios
colinérgicos), bacgo, tonsilas, leucécitos, muisculo esquelético e células renais

(SPIGELMAN, 2010). Em contraste, CB; € predominantemente expresso em células
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imunes, particularmente no bago, timo e células imunes circulantes (GALGGLJE et
al., 1995). Nas células do sistema imunolégico, regula principalmente resposta
imune e inflamagcéo. Além disso, também €& expresso em sistemas esqueléticos,
cardiovasculares e renais. Os receptores CB; estdo localizados, mas em menor
quantidade no SNC, principalmente nos corpos celulares e dendritos dos neurdnios
centrais (GONG et al., 2006).

Sabe-se que os sistemas opioide e canabinoide compartiiham muitas
caracteristicas comuns quando ativados incluindo antinocicepgéo, hipotermia,
sedacao, hipotensao, inibicao da motilidade intestinal e depressao motora, sugerindo
uma distribuicdo e mecanismo de agdo semelhantes. Além disso, esses dois tipos
de receptores sao encontrados em regides do cérebro que sabidamente modulam o
processo antinociceptivo. Estudos mostraram a co-localizagdo de receptores
opiodes mu e CB4 nos mesmos neurdnios dentro do corno dorsal superficial da
medula espinhal, onde é realizado o primeiro contato sinaptico de neuronios
aferentes primarios periféricos, aumentando a possibilidade de interacdes diretas
entre esses tipos de receptores dentro da mesma célula (RIOS; GOMES; DEVI,
2006). Com relacdo a transdugdo de sinal os receptores opioides e canabinoides
s@o encontrados em terminais pré-sinapticos e possuem atuagao semelhante. Esses
dados levantam a intrigante possibilidade de que esses dois receptores podem atuar
de maneira sinérgica dentro da mesma célula ou circuito neuronal para induzir
analgesia e que a modulagcado de um receptor possa levar a alteragcbes na atividade
do outro (BUSHLIN; ROZENFELD; DEVI, 2010).

Dados da literatura demonstram que receptores acoplados a proteina G
(GPCRs) existem como complexos diméricos ou oligoméricos. Além de
homodimeros, heterodimeros entre membros da familia GPCR (préximos ou
distantes) foram relatados. Em alguns casos, a heterodimerizacdo € necessaria para
a ligacao e sinalizagédo agonista eficiente e, em outros, parece conduzir a geracao de
novos locais de ligacao (DEVI, 2001). Além disso, Berrendero e colaboradores
demonstraram que animais knockout para receptores mu e kappa possuem
alteragdes nos niveis de receptores canabinoides e na atividade funcional em
estruturas cerebrais especificas (BERRENDERO et al., 2003).

Sabe-se que a ativacao de receptores tanto opioides quanto canabinoides
pode ocorrer tanto através de ligantes exdégenos quanto enddégenos (BURSTON;



56

WOODHAMS, 2014; PRZEWLOCKI; PRZEWLOCKA, 2005). Ainda, é conhecido que
perifericamente o mecanismo de agéo da crotalfina envolve a liberagéo de opioides
enddgenos, particularmente dinorfina A, que é o agonista endégeno de receptores
kappa (MACHADO et al., 2014). Desta forma, a contribuicdo de peptideos opioides
enddégenos e endocanabindides centrais para a antinocicepgao induzida pela
crotalfina foi investigada. Os resultados demonstram que este efeito € dependente
da liberacdo néo s6 de dinorfina A mas também de B-endorfina e met-encefalina,
confirmando uma mediacdo central diferente da mediagao periférica previamente
descrita (MACHADO et al., 2014) e corroborando dados da literatura referentes ao
efeito antinociceptivo central destes peptideos (ROQUES; FOURNIE-ZALUSKI;
WURM, 2012; TSENG; COLLINS, 1993).

Em relacdo ao estudo da participagao de endocanabindides, diversos
compostos enddgenos que se ligam seletivamente aos receptores canabindides tém
sido descritos, sendo os principais a anandamida (N-aracdonil-etanolamina, ligante
preferencial de receptor CB4) e o 2-aracdonilglicerol (2-AG ligante preferencial de
receptor CB,). Estas moléculas podem tanto modular diretamente a sinalizacdo do
receptor canabindide, como também podem afetar outras proteinas, incluindo canais
idnicos (ex: TRPV1), receptores acoplados a proteina G (GPCRs) (ex: receptores
para a serotonina) e enzimas (WOODHAMS et al., 2017a).

Tanto a anandamida quanto o 2-AG sao hidrolisados por enzimas,
principalmente a amida hidrolase de acidos graxos (FAAH) e a lipase
monoacilglicerol (MAGL), respectivamente. Assim estudos tem focado nestas
enzimas como possiveis alvos farmacolégicos para modulagédo do sistema
endocanabinoide. Uma vez que endocanabindides sao rapidamente inativados, tem
sido demonstrado que inibidores destas enzimas de hidrolise poderiam ser usados
para aumentar a atividade endocanabindide (WOODHAMS et al., 2017b).

Neste estudo, a participagdo de endocanabindides no efeito da crotalfina foi
avaliada utilizando dois tratamentos farmacologicos: o Orlistat, um inibidor do
diacilglicerol (precursor dos endocanabindides, produzido a partir da hidrélise de
fosfoinositideos de membrana), a fim de se verificar se este inibidor & capaz de
interferir com a antinocicepgao induzida pela crotalfina, e o MAFP (metil araquidonil
fluorofosfonado), um inibidor da hidrolase amida de acidos graxos (enzima que

hidrolisa os endocanabinoides), a fim de se verificar se este inibidor é capaz de
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potencializar a antinocicepca@o induzida pela crotalfina. Os resultados obtidos
demonstram que os canabinoides enddégenos nao estdo envolvidos no efeito
analgésico, uma vez que os tratamentos nao interferiram com o efeito da crotalfina.

Sabe-se que peptideos opioides atravessam a barreira hematoencefalica e
que esse transporte pode ocorrer na direcao do sangue para o cérebro ou na
direcédo do cérebro para o sangue (GANAPATHY; MIYAUCHI, 2005). Alem disso,
sé@o conhecidos alguns mecanismos de transferéncia entre eles como um sistema de
transporte acoplado a sédio e cloro de alta afinidade para peptideos opioides
enddgenos, que aceita uma variedade de opioides contendo 4 a 13 aminoacidos, no
qual incluem encefalinas, dinorfinas, endorfinas e casomorfinas e ainda diversos
derivados da encefalina (HU et al., 2003). Desta forma, uma vez que a crotalfina foi
administrada por via oral, a hipétese de que os opioides endogenos liberados
nerifericamente podem atuar em receptores no SNC e assim promover analgesia
nédo pode ser descartada.

Dados da literatura demonstram que peptideos opioides podem desempenhar
um papel semelhante ao de citocinas por modularem a resposta imune por meio de
uma interacdo com seus receptores nos sistemas neuro-humorais centrais e
periféricos (LIANG et al., 2016).

Sabendo da relacdo direta dos opioides endégenos com as células, e que
como dito anteriormente, a crotalfina € capaz de modular diversas fungdes de
macroéfagos peritoneais (VELHOTE, 2013) verificamos se os macréfagos residentes
do SNC, as microglias, poderiam estar envolvidos com o efeito analgésico. Os dados
obtidos confirmam esta hipétese, uma vez que a minociclina inibe a antinocicepgéo
induzida pela crotalfina.

Estudos tém demonstrado que as células gliais no sistema nervoso central,
desempenham um papel importante na dor. As células da glia no SNC séao
representadas por trés tipos celulares conhecidos como astrécito, oligodendrécito e
microglia (MOALEM; TRACEY, 2006). Sabe-se que a microglia forma uma
populacdo de macréfagos residentes no SNC, constituindo cerca de 5-10% das
células da glia. Estas células podem ser ativadas por diversos estimulos como por
exemplo a inflamacao, e depois de ativadas contribuem para o processamento da

dor liberando varias moléculas de sinalizacao, incluindo citocinas proé-inflamatorias
(VILHARDT, 2005).
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Apesar do papel pré-nociceptivo bem estabelecido, as microglias ativadas sao
compostas de diferentes populagdes de células que possuem funcdes distintas e até
mesmo opostas (WANG et al., 2017). Os dois extremos da polarizagao microglial
sdo denominados fenétipos M1 e M2 (HERDER et al., 2015). A micréglia do tipo M1
promove inflamacao por liberagao de citocinas pré-inflamatorias, espécies reativas
de oxigénio e oOxido nitrico (PRAJEETH et al., 2014). Em contraste, as células
fenotipicas M2 demonstram propriedades neuroprotetoras por fagocitarem os
detritos, promovendo a reparacdo tecidual e o término da neuroinflamacao
(STUMPO et al., 1999). As alteragbes fenotipicas da microglia ativada na medula
espinhal, apos lesdo do nervo periférico, ndo sado bem caracterizadas e ainda menos
se sabe sobre as alteragdes microgliais que acompanham o desenvolvimento da dor
neuropatica.

Por outro lado, os astrécitos representam a maior populacao celular no SNC.
Eles interagem com os neurénios para auxiliar na manutengcao da homeostase. A
contribuicao relativa da microglia e astrocitos para dor neuropatica ainda esta sob
investigacdo. No entanto, estudos recentes sugerem que a microglia tem um papel
predominante na instalacdao, enquanto os astrécitos sdo mais importante para a
manutencao da dor neuropatica.

Corroborando esse efeito sobre o controle da resposta inflamatéria, Fan e
colaboradores (FAN et al.,, 2015) demonstraram que 2 peptideos glucagon-like
exercem efeito anti-hiperalgésico e anti-alodinico em modelo de dor neuropatica de
origem tumoral ou diabética por liberagédo de beta-endorfina tanto in vivo, na medula
espinal, quanto em cultura de microglia. Ainda, esse efeito analgésico foi inibido por
inibidor microglial, por antagonista de receptor um opioides e por anticorpo anti-beta
endorfina. Assim, os dados presentemente obtidos sugerem que a acao analgésica
da crotalfina envolva ativagdo de células da glia, possivelmente liberando
mediadores analgésicos endégenos.

Apesar dos resultados demonstrando envolvimento da micréglia no efeito da
crotalfina, os animais com neuropatia nao apresentaram aumento destas células e
nem de astrécito na medula espinal, contradizendo o que a literatura relata, bem
como nao foi observado qualquer alteracao na proliferacao/ativacao dessas células
em animais tratados com a crotalfina. Da mesma maneira, ndo foi observada

alteracao na expressao de INOS e Arginase tanto induzida pelo modelo quanto pela
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crotalfina. Vale ressaltar que como nao foram utilizados multiplos marcadores
nossos dados sao apenas sugestivos acerca da microglia do tipo M1 e M2.

Como dito anteriormente, processos de dor crénica levam a ativacao de
diferentes células que liberam diversos mediadores, como citocinas pré-inflamatoria,
inclusive no SNC (GAMA et al., 2018; MIRANDA et al.,, 2016, 2018b). Assim,
guantificamos os niveis de citocinas pré-inflamatérias IL-1B e IL-6 na medula espinal
de animais com neuropatia. Nossos resultados demonstram que, apesar de nao
interferir com os niveis de IL-18, a crotalfina inibe a liberagdo de IL-6 induzida pelo
modelo de PSNL, reforgando o efeito da crotalfina sobre a resposta neuroimune.

Embora nosso resultados nao tenham reproduzido dados de literatura nos
ensaios de Western Blotting e ELISA, nao podemos descartar ainda o envolvimento
destes mediadores. Técnicas mais apuradas poderiam gerar resultados distintos dos

obtidos presentemente.
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6 CONCLUSOES

Em conjunto, nossos dados tornaram evidente que o mecanismo de acao do
efeito analgésico central e periférico da crotalfina sao diferentes, quanto a
participagao de receptores opioide e canabinoide e de opioides endégenos. Nossos
resultados sugerem ainda que centralmente este efeito & dependente da
participagao da micréglia.
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