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RESUMO 

 

A dor neuropática é de difícil tratamento, sendo caracterizada por 

aumento na responsividade dos neurônios nociceptivos na medula 

espinhal (sensibilização central). Apesar de ser expresso em neurônios 

nociceptivos, o papel do Cav2.3 (a subunidade formadora de corrente tipo 

R de canais de cálcio dependente de voltagem-CCDV) na sensibilização 

central é pouco compreendido. Assim, o objetivo do presente estudo foi 

de verificar se o bloqueio ou se a redução de expressão espinhal do CaV2.3 

reverte a hiperalgesia secundária induzida por capsaicina em 

camundongos, em um modelo de sensibilização central preditivo para 

fármacos eficazes no tratamento da dor neuropática. A injeção 

intradérmica de capsaicina em camundongos causou nocicepção 

espontânea nos primeiros cinco minutos e hiperalgesia secundária 

(avaliada por filamentos de von Frey) de meia até cinco horas após a 

injeção, de maneira semelhante em machos e fêmeas. O pós-tratamento, 

mas não o pré-tratamento intratecal com o bloqueador do CaV2.3 SNX-

482 reduziu parcialmente e brevemente a hiperalgesia secundária 

induzida pela capsaicina, em uma dose (300 pmol/sítio) que não causou 

efeitos adversos. Por outro lado, o pré ou o pós-tratamento intratecal com 

ω-conotoxina MVIIA (um bloqueador de CaV2.2 usado como controle 

positivo) reduziu amplamente e longamente a hiperalgesia secundária 

induzida pela capsaicina, entretanto somente em dose (30 pmol/sítio) que 

também foi capaz desencadear o surgimento de efeitos adversos. 

Finalmente, a redução da expressão do Cav2.3 no gânglio da raiz dorsal 

e medula espinhal causada pelo pré-tratamento intratecal com um 

oligonucleotídeo antissenso contra o CaV2.3 (2,5 nmol/sítio, de 12/12 

horas, por 3 dias), foi capaz de previnir, de maneira robusta e duradoura, 

a hiperalgesia secundária induzida pela capsaicina, sem causar efeitos 

adversos. Assim, nossos resultados demonstram que o CaV2.3 participa 

do processo de sensibilização central, indicando ser um alvo em potencial 

para o desenvolvimento de novos fármacos mais seguros e eficazes no 

tratamento da dor neuropática. 

 

Palavras chave: canal de cálcio tipo R, dor neuropática, sensibilização 

central, oligonucleotídeo antissenso. 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 

 

Neuropathic pain has a difficult treatment, characterized by increased 

sensitivity of nociceptive neurons in the spinal cord (central 

sensitization). Despite being expressed in nociceptive neurons, the role of 

Cav2.3 (the subunit former of the chain type R of voltage gated calcium 

channel) in central sensitization is poorly understood. Thus, the purpose 

of the present study was to verify whether the blockade or the knockdown 

of spinal CaV2.3 expression reverses capsaicin-induced secondary 

hyperalgesia in mice, a central sensitization model predictive for effective 

drugs in the treatment of neuropathic pain. Capsaicin intradermal 

injection in mice caused spontaneous nociception in the first five minutes 

and secondary hyperalgesia (evaluated by von Frey filaments) from one 

to five hours post-injection, and similarly in males and females. Post 

treatment but not intrathecal pretreatment with the CaV2.3 SNX-482 

blocker partially and briefly reduced capsaicin-induced secondary 

hyperalgesia at a dose (300 pmol/site) that did not cause adverse effects. 

On the other hand, intrathecal pretreatment or post treatment with ω-

conotoxin MVIIA (a CaV2.2 blocker used as a positive control) severely 

and for a longlasting time reduced the capsaicin-induced secondary 

hyperalgesia, however only at a dose (30 pmol/site) that caused adverse 

effects. Finally, the reduction of CaV2.3 expression in the dorsal root 

ganglion and spinal cord caused by intrathecal pretreatment with an 

antisense oligonucleotide against CaV2.3 (2.5 nmol/site, 12/12 hours for 

3 days) was able to prevent, in a robust and longlasting way, the secondary 

hyperalgesia induced by capsaicin, without causing adverse effects. Thus, 

our results demonstrate that CaV2.3 is involved in the central sensitization 

process, indicating that it is a potential target for the development of 

newer, safer and more effective drugs for the treatment of neuropathic 

pain. 

 

Key words: calcium channel R type, neuropathic pain, central 

sensitization, oligonucleotide antisense. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

A Associação Internacional para Estudos da Dor (do inglês 

International Association for Study of Pain - IASP) define dor como “uma 

experiência emocional e sensorial desagradável associada a um dano 

tecidual real ou potencial; ou descrita em termos de tal dano” (IASP, 

1994). Em relação à sua causa, a IASP classifica a dor em nociceptiva 

(que ocorre com um sistema nervoso somatossensorial funcionando 

normalmente e que possui caráter fisiológico), inflamatória (relacionada 

ao dano tecidual), dor nociplástica (que surge da nocicepção alterada sem 

haver evidência de dano tecidual e doença ou lesão do sistema 

somatossensorial) e dor neuropática. A dor neuropática é definida pela 

IASP como dor originada de uma lesão ou doença afetando o sistema 

somatossensorial (LOESER; TREEDE, 2008).  

Quando comparados a pacientes com dores não-neuropáticas, a dor 

neuropática é considerada mais grave e é relacionada a pior qualidade de 

vida dos pacientes. Um estudo no Reino Unido demonstrou que cerca de 

17% dos pacientes com dores neuropáticas relataram escores de qualidade 

de vida relacionados à saúde equivalentes a “pior que a morte”. Além 

disso, frequentemente a dor é tratada de maneira inadequada, levando a 

graves consequências fisiológicas, psicológicas, econômicas e sociais 

para os pacientes, suas famílias e para a sociedade de um modo geral 

(INTERNATIONAL ASSOCIATION FOR THE STUDY OF PAIN, 

2015). 

A dor neuropática é considerada complexa devido as suas 

características variáveis de causas, localização e cronicidade que acabam 

alterando a qualidade de vida dos pacientes que convivem com essa 

doença. É uma consequência grave e complexa de dano nervoso 

acompanhada de alterações no sistema nervoso periférico e central 

(SNC). Os pacientes que sofrem desta condição ficam incapacitados e 

convivem com dores moderadas a severas durante anos (ECCLESTON; 

HEARN; WILLIAMS, 2015). 

A dor neuropática possui etiologia diversa, podendo ser causada 

por lesão nervosa relacionada a trauma ou tumor, por desordens 

metabólicas como a diabetes, por infecções como pelo vírus HIV (do 

inglês Human Immunodeficiency Virus) ou herpes vírus, por fármacos 

como alguns antirretrovirais e quimioterápicos, entre outras causas 

imunes, vasculares ou genéticas (ATTAL; BOUHASSIRA; BARON, 

2018).  

Apesar dos dados sobre dores neuropáticas serem escassos devido 

à dificuldade de diagnosticar essa patologia, alguns estudos populacionais 



22 

 

que utilizaram métodos validados descobriram que 7 a 8% dos adultos 

que convivem com dores crônicas possuem características 

correspondentes a dores neuropáticas. No Reino Unido, 26% das pessoas 

com diabetes apresentaram dor neuropática periférica. Dos 33 milhões de 

pessoas infectadas pelo HIV cerca de 35% têm dor neuropática, que não 

responde bem aos tratamentos.   Aproximadamente 20% das pessoas com 

câncer têm dor neuropática relacionada ao câncer. Estudos nos Estados 

Unidos e na Holanda descobriram que 2,6% e 10%, respectivamente, 

desenvolverão neuralgia pós-herpética crônica (INTERNATIONAL 

ASSOCIATION FOR THE STUDY OF PAIN, 2015). Além disso, já foi 

constatado que a prevalência de dores neuropáticas é maior no sexo 

feminino e aumenta de acordo com a idade (ATTAL; BOUHASSIRA; 

BARON, 2018). 

As dores neuropáticas são condições heterogêneas, possuem um 

impacto negativo na saúde física e mental do indivíduo, afetando a 

qualidade de vida dos pacientes que convivem com esta desordem 

(ELMOFTY; ANITESCU; BUVANENDRAN, 2013). Estes pacientes 

apresentam a dor como um sintoma predominante que está combinada a 

outras alterações sensoriais, podendo ser estas positivas 

(hipersensibilidade) ou negativas (hiposensibilidade). Alguns sintomas 

relatados são: sensações de formigamento, queimação, choque e 

agulhadas, além de alterações de sensibilidade mecânica e térmica 

(BARON; BINDER; WASNER, 2010). A hipersensibilidade mecânica 

pode estar presente na forma de alodínia (sensibilidade a um estímulo 

previamente inócuo) ou hiperalgesia (sensibilidade exacerbada a um 

estímulo nocivo) (LOESER; TREEDE, 2008). Já a sensibilidade térmica 

ao calor e ao frio pode apresentar-se como hiperalgesia ou hipoalgesia. A 

presença e ausência destes sintomas varia de acordo com os pacientes e 

com o tipo de neuropatia que os acomete (MAIER et al., 2010). Estas 

alterações podem ocorrer no local da lesão, adjacentes ou combinadas nas 

áreas de deficiência sensorial e indicam fortemente o diagnóstico de dor 

neuropática (CRUCCU et al., 2010). 

Diferente do que ocorre com as dores de caráter inflamatório, 

pacientes com dores neuropáticas dificilmente respondem a terapia 

farmacológica dos degraus de escala analgésica indicado pela 

Organização Mundial da Saúde (OMS) para o tratamento da dor. O 

sucesso da terapia depende de um trabalho multiprofissional envolvendo 

medidas preventivas, não farmacológicas e farmacológicas clássicas de 

variadas opções intervencionistas, como a estimulação da medula 

espinhal, infusão de medicamentos por via intratecal, infusões 
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intravenosas e bloqueio de nervos (ELMOFTY; ANITESCU; 

BUVANENDRAN, 2013).  

Os pacientes com dores neuropáticas não respondem a analgésicos 

clássicos como os AINEs (anti-inflamatórios não esteroidais) e 

respondem pouco a opioides. Uma revisão sistemática com meta-análise 

financiada pelo capítulo de dor neuropática (NeuPSIG) da IASP 

demonstrou que existem três linhas de tratamento para dores neuropáticas 

(Tabela 1). Como primeira linha de tratamento para dores neuropáticas 

são fortemente recomendados antidepressivos tricíclicos, inibidores de 

recaptação de serotonina e noradrenalina, além de gabapentinóides. Como 

segunda linha temos recomendações para utilização de tramadol, adesivos 

de lidocaína e adesivos de capsaicina. Por fim, como terceira linha no 

tratamento de dores neuropáticas podem ser utilizados opióides fortes, 

como morfina e oxicodona, além da utilização da toxina botulínica 

(FINNERUP et al., 2016). 

 
Tabela 1- Recomendações para o tratamento de dores neuropáticas atualmente 

disponíveis. 

CLASSIFICAÇÃO FÁRMACO 

PRIMEIRA LINHA Gabapentinóides (gabapentina e 

pregabalina) 

Inibidores da recaptação de 

serotonina e noradrenalina 

(duloxetina e venlafaxina) 

Antidepressivos tricíclicos  

SEGUNDA LINHA Adesivo de capsaicina 8% 

Adesivo de lidocaína 

Tramadol 

TERCEIRA LINHA Toxina botulínica 

Opioides fortes 

INCONCLUSIVOS Creme de capsaicina 

Carbamazepina 

Clonidina tópica 

Lamotrigina 

Antagonista NMDA 

Topiramato 

Fonte: Adaptado de (FINNERUP, 2016). 
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Os tratamentos atualmente disponíveis proporcionam apenas alívio 

parcial da dor nos pacientes com neuropatia, além disso essas terapias 

desencadeiam alguns efeitos adversos que limitam seu uso. A utilização 

de fármacos indicados como primeira linha para o tratamento para dores 

neuropáticas pode desencadear alguns efeitos adversos como sedação, 

tontura, hipotensão, ganho de peso, desequilíbrio, retenção urinária, 

constipação, entre outros. Os adesivos utilizados como segunda linha no 

tratamento podem gerar irritação na pele e vermelhidão (JONES; 

LAWSON; BACKONJA, 2016).  

Alguns dos fármacos de segunda e terceira linha previstos para o 

tratamento de dores neuropáticas possuem ação principalmente em 

mecanismos periféricos. Fármacos como a lidocaína, agem pelo bloqueio 

de canais de sódio dependentes de voltagem (CSDV) atuando nas 

descargas neuronais ectópicas, diminuindo a transmissão periférica dos 

estímulos nociceptivos (ELMOFTY; ANITESCU; BUVANENDRAN, 

2013). A utilização de adesivos com altas concentrações de capsaicina 

gera uma desfuncionalização do receptor de potencial transitório tipo 

vanilóide 1 (TRPV1), bloqueando assim a transdução periférica. A toxina 

botulínica age diminuindo a sensibilização periférica (COLLOCA et al., 
2017). Já os opioides fracos ou fortes podem gerar uma inibição pré e pós-

sináptica na medula espinhal, além de atuar em vias supra espinhais 

(GILRON; JENSEN; DICKENSON, 2013). 

Os fármacos previstos como primeira linha para o tratamento de 

dores neuropáticas, por sua vez, possui mecanismos relacionados ao 

controle espinhal da transmissão dos estímulos nocivos. Os 

antidepressivos, tanto tricíclicos quanto os inibidores de recaptação de 

serotonina e noradrenalina, agem ativando a via descendente inibitória 

relacionada à dor (BARON; BINDER; WASNER, 2010). A gabapentina 

e a pregabalina, ligam-se a subunidade α2δ dos canais de cálcio 

dependentes de voltagem (CCDV), que estão altamente expressos em 

condições de dor neuropáticas, bloqueando a entrada de cálcio e 

impedindo a liberação de neurotransmissores excitatórios, gerando uma 

diminuição na sensibilização central (COLLOCA et al., 2017).  

A sensibilização é um fenômeno onde ocorre uma relação 

desproporcional entre o estímulo provocado e a percepção a dor, ou seja, 

redução do limiar de dor. Esta sensibilização pode ocorrer a nível 

periférico ou central (LATREMOLIERE; WOOLF, 2010). A 

sensibilização periférica ocorre no local da lesão tecidual, causada pela 

alteração nos limiares dos nociceptores periféricos (ELMOFTY; 

ANITESCU; BUVANENDRAN, 2013). Já a sensibilização central é uma 
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característica marcante encontrada nos pacientes com dores neuropáticas 

e é uma forma de neuroplasticidade que causa responsividade aumentada 

dos neurônios nociceptivos no SNC, especialmente da medula espinhal, 

a estimulação aferente normal ou sublimiar (LOESER; TREEDE, 2008). 

Há a facilitação da passagem dos estímulos nociceptivos para o SNC, 

onde ocorre a estimulação excessiva das fibras C e Aδ, causando 

plasticidade nos neurônios espinhais e supra espinhais. Em consequência 

disto, a transmissão dos estímulos mecânicos pelas fibras Aβ, passam a 

ser interpretados como dolorosos. Assim como na sensibilização 

periférica, ocorre a redução no limiar de dor e o aumento da resposta 

frente a estímulos considerados nocivos, além disso, há o aumento da 

resposta dolorosa desencadeada por um estímulo na área de tecido 

normal, fora da área lesionada (alodínia) (WOOLF, 2012; VAN DEN 

BROEKE et al., 2015).  

As disfunções no SNC causadas pela sensibilização central 

incluem alterações no processamento sensorial, perda no controle dos 

mecanismos antinociceptivos descendentes, aumento da atividade 

facilitatória nas vias nociceptivas e aumento da atividade neuronal 

durante estímulos dolorosos (NIJS et al., 2015). Com isso, fármacos que 

envolvem o controle do mecanismo de sensibilização central mostram ser 

altamente promissores para o tratamento de dores neuropáticas. A figura 

1 demonstra os mecanismos de ação das terapias disponíveis para o 

tratamento de dores neuropáticas além de seus locais de ação. 
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Figura 1 - Principais vias e mecanismos envolvidos na modulação da dor. 

Vias ascendentes à esquerda, vias descendentes à direita. Estruturas e suas 

funções resumidos nas caixas amarelas e os agentes farmacológicos que modulam 

a dor são mostrados em seus locais de ação nas caixas vermelhas. Am = amígdala. 

A5 e A7 = núcleos do tronco cerebral contendo neurônios noradrenérgicos. CC = 

córtex cerebral. Hyp = hipotálamo. LC = locus coeruleus. NOR = Noradrenalina. 

PAG = substância cinzenta periaquedutal. Pb = núcleo parabraquial. SER = 

Serotonina. 

 

 
Fonte: Adaptado de GILRON, 2013. 

 

A partir destas alterações e da plasticidade neuronal, os neurônios 

sensoriais lesionados e os não danificados exibem mudanças em sua 

transcrição, alterando suas propriedades de membrana, crescimento e 

transmissão. Essas alterações são maiores do que as que ocorrem em na 

sensibilização periférica e envolvem a expressão alterada de canais 

iônicos, receptores e transmissores (LATREMOLIERE; WOOLF, 2010). 

Esse aumento da intensidade de dor e na sensibilização central são 
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causados pela redução neuronal dos limiares e pela expansão do campo 

receptivo, levando a um disparo contínuo (GILRON; JENSEN; 

DICKENSON, 2013). 

O possível efeito analgésico de algumas toxinas extraídas de 

venenos de animais peçonhentos vem sendo amplamente estudado devido 

ao mecanismo de bloqueio de canais iônicos dependentes de voltagem 

envolvidos na nocicepção. Contudo, essas toxinas podem gerar efeitos 

adversos indesejáveis como alterações motoras, além de serem de difícil 

administração, necessitando assim de estudos mais precisos (HAMAD et 

al., 2018).  

Células excitáveis, como neurônios e células musculares, contêm 

canais de cálcio dependentes de voltagem (CCDV) que são necessários 

para mediar funções de liberação de transmissores, secreção de 

hormônios, contração, transcrição gênica, entre outras funções 

(TERASHIMA et al., 2013). Os CCDV podem ser formados por até cinco 

subunidades: α1, α2, β, δ e γ. As subunidades α2, β, δ e γ são acessórias 

e possuem funções regulatórias, como o controle do nível de expressão 

dos CCVD. Geralmente a subunidade α2 forma um complexo regulatório 

com a subunidade δ, formando a subunidade regulatória α2δ (ZAMPONI 

et al., 2015). A subunidade α1 é a formadora de poro, que determina as 

propriedades biofísicas e farmacológicas do canal. Possui duas porções 

citoplasmáticas, uma N e outra C-terminal, além de quatro domínios (I-

IV), cada um deles com seis segmentos transmembrana (S1-S6), 

(CATTERALL, 2011). Acredita-se que os primeiros quatro segmentos de 

cada domínio (S1-S4) são responsáveis pela detecção de voltagem e 

alterações no potencial de membrana que são importantes para a atividade 

do canal. Os dois segmentos restantes (S5-S6) compõem o revestimento 

interno dos poros (NEUMAIER et al., 2015). A figura 2 representa a 

formação dos CCDV. 
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Figura 2 - Representação da formação dos CCDV. 

 
Fonte: GURKOFF, et al., 2013. 

 

Foram identificadas 10 diferentes subunidades α1 que foram 

nomeados e classificados de acordo com sua homologia em CaV1.1-1.4, 

CaV2.1-2.3 e CaV3.1-3.3 (Figura 2). Os CCDV possuem diferentes 

características de acordo com a proteína α1 presente, o gene codificante, 

suas propriedades de ativação e sua localização. Em uma classificação 

mais ampla os CCDV são classificados de acordo com sua voltagem de 

ativação em ativados por baixa voltagem (LVA, do inglês low voltage-

activated) e ativados por alta voltagem (HVA, do inglês high voltage-

activated). Estes canais ativados por baixa e alta voltagem podem ser 

subdivididos em categorias de acordo com as suas propriedades biofísicas 

e farmacológicas. Os canais ativados por baixa voltagem são chamados 

de tipo T, por serem ativados por voltagem do tipo transitória e 

correspondem a família CaV3.1 a 3.3. Os canais ativados por alta 

voltagem são divididos e compreendem aos CaV das famílias um e dois. 

A família CaV1 compreendem os canais tipo L que são ativadas por 

correntes de longa duração (CaV1.1 a 1.4). A família de CaV2 são 

divididas em P/Q os quais foram isolados primeiramente em células 

Purkinge (CaV2.1), N por serem principalmente neuronais (CaV2.2) e R 

que são ativados por uma corrente do tipo residual (CaV2.3) (DOLPHIN, 

2016; NEUMAIER et al., 2015; ZAMPONI et al., 2015).  
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Figura 3 - Ilustração das classificações dos CCDV: subunidades α1, genes 

codificantes, nomenclatura da proteína e divisão em HVA e LVA. 

 
Fonte: Adaptado de DOLPHIN, 2016. 

 

Os CCDV estão distribuídos de maneira diferente por todo o 

organismo. Os canais da família CaV1 se distribuem-se majoritariamente 

no músculo esquelético, cardíaco e liso, os CaV3 são em sua maioria 

encontrados no coração e tálamo. Enquanto a família de CaV2 são 

encontrados principalmente em tecidos neuronais como nos terminais 

pré-sinápticos, onde podem participar da liberação de neurotransmissores 

e auxiliar na modulação da via nociceptiva, além de estarem envolvidos 

na neuroplasticidade neuronal (ZAMPONI et al., 2015). Devido à 

localização, a família de CCDV CaV2 mostra ser mais relevante para 

estudos relacionados a dor. 

A família CaV2 são ativados por despolarização e são altamente 

expressos em tecidos neuronais como no corno dorsal da medula e no 

gânglio da raiz dorsal (GRD) indicando papel na regulação e transmissão 

nociceptiva (MURAKAMI et al., 2001). O envolvimento desta família de 

canais nas vias nociceptivas vem sendo evidenciado por estudos que 

utilizam toxinas peptidérgicas bloqueadoras destes canais. A ziconotida 

(Prialt®) é um fármaco composto pela versão sintética da ω-conotoxina 

MVIIA extraída do veneno do caracol marinho Conus magus (OLIVERA 
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et al., 1985). O bloqueio do CaV2.2 pela administração intratecal de 

ziconotida em humanos mostrou eficácia no tratamento de dores 

neuropáticas. No entanto, a administração de ziconotida é capaz de causar 

efeitos adversos motores e sensoriais, que limitam seu uso clínico. Em 

modelos animais, estudos demonstraram a presença de disfunções 

motoras, como surgimento de tremores e serpentear de cauda 

(MALMBERG; YAKSH, 1994). Em humanos há a presença de vertigens, 

confusão mental, alucinações, alterações de humor, náuseas e vômitos 

devido a sua ação no SNC (WALLACE et al., 2008). Por ser uma toxina 

peptídica, a ziconotida precisa ser administrada por via intratecal, em 

regime de infusão, de maneira lenta e contínua (SKOV et al., 2007). Foi 

o primeiro bloqueador de CCVD aprovado para uso clínico no tratamento 

de dores neuropáticas. No entanto, a dificuldade de administração e os 

efeitos adversos decorrentes do seu uso são limitações a serem 

consideradas na utilização da ziconotida.  

Além da subunidade α1 formadora do poro, os canais da família 

CaV2 são compostos pelas subunidades regulatórias α2δ. Estas 

subunidades são os principais alvos para a ação dos fármacos 

gabapentinóides, como a gabapentina e prebagalina. Essas subunidades 

regulatórias estão altamente expressas em pacientes com dores 

neuropáticas (COLLOCA et al., 2017).  Primeiramente estes fármacos 

foram desenvolvidos para o tratamento da epilepsia como análogos do 

GABA, depois foi descoberto que eles não atuam pela via gabaérgica e 

sim pelo bloqueio das subunidades α2δ dos CCDV, diminuindo a 

amplitude das correntes de cálcio (DOLPHIN, 2016). Estes fármacos são 

aprovados para o uso no tratamento de várias neuropatias, principalmente 

dores neuropáticas periféricas (DICKENSON; BEE; SUZUKI, 2005). A 

utilização destes fármacos também causa aparecimento de efeitos 

adversos relacionados ao SNC como tontura, perda do sentido de 

coordenação, confusão mental e efeitos sistêmicos como ganho de peso e 

edema, causando desconforto e diminuindo a adesão medicamentosa dos 

pacientes (JONES; LAWSON; BACKONJA, 2016). Assim, apesar de ser 

um alvo importante para o tratamento da dor neuropática, novos fármacos 

analgésicos mais seguros que produzam antagonismo de CCDV são 

necessários. 

O canal Cav2.3 é expresso no sistema nervoso periférico e central. 

Dentro do SNC, os CaV2.3 estão envolvidos na plasticidade pré e pós-

sináptica e na liberação de neurotransmissores (WORMUTH et al., 2016). 

Sabe-se que a fosforilação do CaV2.3 é necessária para a função deste 

canal (NEUMAIER et al., 2018). Os canais CaV2.3 foram descritos em 

diferentes neurônios, incluindo corpos celulares e terminais de neurônios 
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sensoriais primários e espinhais (FANG et al., 2007; 2010). São 

encontrados também em estruturas supra espinhais como na substância 

cinzenta periaquedutal (PAG), tálamo e hipotálamo.  Apesar das 

evidências indicando a participação destes canais em vias nociceptivas, a 

literatura que relaciona CaV2.3 com os processos dolorosos ainda é muito 

escassa. 

Toxinas extraídas dos venenos de aranhas, cobras e caracóis 

marinhos vêm sendo amplamente estudadas como possíveis bloqueadores 

dos CCVD. Como bloqueador farmacológico da corrente do tipo R foi 

descrito o SNX-482. Este peptídeo formado por 41 aminoácidos é 

extraído do veneno da tarântula africana Hysterocrates gigas 

(NEWCOMB et al., 1998). Estudos in vitro demonstram que o SNX-482 

é altamente seletivo para o canal CaV2.3, no entanto, em diferentes 

concentrações pode sofrer alterações na sua seletividade e bloquear outros 

canais, assim como ocorre com bloqueadores dos outros CCVD que 

também possuem sua seletividade alterada de acordo com a variação da 

sua concentração (NEWCOMB et al., 1998). Além disso, o SNX-482 não 

é capaz de bloquear todas as correntes do tipo R, restando algumas 

correntes remanescentes, alguns autores classificam estas correntes em 

sensíveis e não sensíveis ao SNX-482 (NEWCOMB et al., 2000). Alguns 

metais, como níquel, zinco e cobre, também são capazes de bloquear o 

CaV2.3, no entanto, fazem isso de uma maneira não seletiva 

(SCHNEIDER; DIBUÉ; HESCHELER, 2013). 

Dois estudos demonstraram que a administração intratecal do 

SNX-482 reduziu o comportamento nociceptivo na segunda fase do teste 

da formaliza em roedores, um modelo de dor inflamatória onde ocorre 

sensibilização central (MURAKAMI et al., 2004; TERASHIMA, 2013). 

Salienta-se ainda que além de reduzir a nocicepção, o SNX-482 atenuou 

fortemente a internalização do receptor para substância P (NK1) causado 

pela formalina, sugerindo um papel importante do Cav2.3 na liberação de 

neurotransmissores pré-sinápticos induzida por estímulos nocivos a partir 

de aferentes primários peptidérgicos. Finalmente, Matthews e 

colaboradores (2007) utilizando eletrofisiologia in vivo evidenciaram que 

o bloqueio do CaV2.3 pelo SNX-482 em um modelo de dor neuropática 

inibiu as respostas neuronais mediadas por fibras C e Aδ no corno dorsal 

da medula.  

O envolvimento do CaV2.3 nas vias nociceptivas foi também 

investigado em animais com deleção gênica para este canal. Nesses 

estudos foi possível constatar que animais com deleção gênica para o 

CaV2.3 se mostraram mais resistentes em modelos de dor inflamatória 

quando comparados aos animais selvagem (SAEGUSA et al., 2000). 
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Além disso, animais com deleção gênica para o CaV2.3, que receberam 

morfina por via sistêmica, apresentaram analgesia e uma resistência para 

a tolerância à morfina (YOKOYAMA et al., 2004). O conjunto de dados, 

de localização e deleção gênica, indica que o CaV2.3 controla o 

comportamento de dor por mecanismos espinhais e supra espinhais, 

tornando-se um possível alvo para o bloqueio da nocicepção. Mesmo que 

os animais com deleção gênica para o CaV2.3 tenham sido ferramentas 

importantes para o estudo destes canais, eles possuem limitações, pois 

esse tipo de deleção sistêmica gera um mecanismo de compensação que 

apesar de abolir a expressão do CaV2.3 causa um aumento da expressão 

dos outros CCDV para suprir a ausência do CaV2.3 (WEIERGRÄBER et 

al., 2005). Desta forma, novas ferramentas para o estudo do Cav2.3. na 

dor são necessárias. 

Uma maneira alternativa de causar a diminuição da expressão do 

CaV2.3 é através da terapia usando oligonucleotídeos antissensos (ASOs). 

Os ASOs são formados por uma pequena sequência de nucleotídeos, que 

interagem com o RNA (do inglês, ribonucleic acid) mensageiro, 

interferindo assim na tradução de proteínas e consequentemente em sua 

expressão. Uma terapia com ASO foi aprovada recentemente pelo FDA 

(do inglês, Food and Drug Administration) para o tratamento da atrofia 

muscular espinhal (Nuisimersen). Além disso, outros estudos com ASOs 

encontram-se em fase clínica para o tratamento de doenças 

neurodegenerativas como doença de Huntington, esclerose lateral 

amiotrófica, entre outras (SCHOCH; MILLER, 2017). ASOs contra 

Cav2.3 tem sido utilizado em culturas de células para o estudo da função 

destes canais in vitro, onde o ASO é capaz de reduzir as correntes R 

sensíveis ou não ao SNX-482 (NEWCOMB et al., 2000). Assim, ASOs 

contra Cav2.3 poderiam ser importantes ferramentas para o estudo deste 

canal na dor e para o desenvolvimento de protótipos de fármacos 

analgésicos. Porém, estudos não clínicos em modelos de dor são 

necessários para validar seu potencial terapêutico.  

Apesar de serem úteis, modelos animais de dor neuropática 

traumática, por fármacos ou infecciosa submetem grande número de 

animais de experimentação a dor e desconforto intensos e crônicos (de 

semanas a meses) que podem ser desnecessários para triagem de novos 

fármacos. Uma alternativa a estes, é o uso do modelo de hiperalgesia 

secundária induzida pela capsaicina. A injeção de capsaicina é utilizada 

em roedores e humanos saudáveis para mimetizar a dor neuropática, 

porém com uma duração de poucas horas. Inicialmente essa aplicação 

causa dor ardente e espontânea no local da aplicação mediado pela 

ativação dos nociceptores aferentes primários. Em contraste a 
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hiperalgesia secundária observada na pele não tratada adjacente a área de 

aplicação, reflete a sensibilização central que é importante para a 

manutenção de dores crônicas, como a dor neuropática (YOU et al., 2014; 

SCHWARTZ et al., 2009). Devido as vias envolvidas, sintomas 

apresentados e a segurança do modelo, a injeção intradérmica de 

capsaicina é considerado um modelo preditivo humano de dor 

neuropática e é usado para investigar mecanismos centrais e para o teste 

de possíveis fármacos analgésicos (JOSHI et al., 2006). 

Apesar das terapias e estratégias atualmente disponíveis o 

tratamento de dores neuropáticas ainda são um desafio, pois existe uma 

diversidade de neuropatias envolvendo mecanismos de ação distintos, as 

terapias atuais geram diversos efeitos adversos além de muitos pacientes 

não experimentarem alívio suficiente da dor. Por isso a busca por novos 

fármacos analgésicos, mais eficazes e seguros fazem-se necessário.  
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2. HIPÓTESE 

 

A inibição do canal de cálcio dependente de voltagem do tipo R 

espinhal é capaz de reduzir a hiperalgesia secundária induzida pela 

injeção intradérmica de capsaicina. 
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3. OBJETIVOS 

 

3.1. OBJETIVO GERAL 

 
Investigar o envolvimento do canal de cálcio voltagem dependente 

CaV2.3 no modelo de hiperalgesia secundária induzida por capsaicina em 

camundongos. 

 

3.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

1. Caracterizar o modelo de hiperalgesia secundária induzida pela 

injeção intraplantar de capsaicina em camundongos.  

 

2. Investigar o desenvolvimento de efeitos adversos motores e sensoriais 

pela administração intratecal das toxinas SNX-482, ω-conotoxina MVIIA 

e do ASO contra o CaV2.3 em camundongos. 

 

3. Avaliar o efeito da administração intratecal do SNX-482, da ω-

conotoxina MVIIA e do ASO contra o CaV2.3 no modelo de hiperalgesia 

secundária induzida por capsaicina em camundongos. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1. ANIMAIS 

 

Para a realização dos experimentos foram utilizados animais Mus 
musculus da linhagem C57Bl/6-UFSC (18-25 g) fêmeas e machos, com 

seis a oito semanas de idade, sendo estes provenientes do biotério do 

Laboratório de Farmacologia Experimental da Universidade Federal de 

Santa Catarina (LAFEX). Os animais foram acondicionados em caixas de 

acrílico com no máximo seis animais por caixa, sendo mantidos em 

micro-isoladores, com temperatura controlada (22 ± 2 ºC), em ciclo 

claro/escuro de 12 horas e com acesso livre a água e ração. 

Os experimentos foram conduzidos de acordo com considerações 

éticas para a investigação experimental de dor em animais de acordo com 

Zimmerman (1983). Todos os procedimentos experimentais realizados no 

projeto seguiram a diretriz para pesquisa animal ARRIVE (Animals in 

Research: Reporting In Vivo Experiments, 2010). Alguns procedimentos 

foram aplicados para maximizar a reprodutibilidade e minimizar vieses 

experimentais, tais como: cálculo prévio do número de animais por 

grupos experimentais, cegamento, randomização e definição de critérios 

de exclusão a priori. Além disto, os experimentos foram realizados forma 

de blocos (não menos do que dois) em dias diferentes. 

O N amostral foi calculado a partir de experimento piloto 

considerando o valor de limiares obtidos pelo teste do von Frey como 

desfecho primário. Foi realizado o cálculo utilizando a média do grupo 

controle para avaliar a reversão da hiperalgesia (30%), a partir do qual foi 

calculado o tamanho do efeito (1,5). Posteriormente o N amostral foi 

calculado utilizando o programa G*Power 3.1.9.2., onde foram utilizados 

os parâmetros: nível de significância (5%), poder do teste (95%), teste de 

hipótese bicaudal, encontrando assim o valor de N = 8 animais por grupo.  

No início dos experimentos os animais eram numerados e 

randomizados de forma que, dentro do mesmo microambiente havia 

animais de todos os grupos experimentais. A alocação randomizada foi 

feita com auxílio do website random.org a partir dos valores dos limiares 

das medidas iniciais (basais) do desfecho primário, onde os animais eram 

acondicionados aos grupos experimentais de forma aleatória e 

homogênea. Além disso, o experimentador não possuía conhecimento de 

qual grupo de animais estava avaliando nem qual o tratamento foi 

realizado, devido ao cegamento, que foi realizado por um experimentador 

diferente do qual realiza as avaliações comportamentais, o qual as 

identidades só foram reveladas ao fim dos experimentos.  
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Após mensurado os valores dos limiares de retirada da pata, através 

do teste de von Frey, estes valores foram analisados para verificar a 

possível presença de algum valor outlier através do website 

graphpad.com/quickcalcs/Grubbs1.cfm. Além da verificação de possíveis 

outliers, valores basais dos limiares menores que 0,200 g foram 

considerados como um fator de exclusão. 

Este trabalho foi previamente aprovado na Comitê de Ética no Uso 

de Animais (CEUA) da UFSC (PP00872). 

 

4.2. FÁRMACOS E REAGENTES 

 

A capsaicina, utilizada para indução do modelo de hiperalgesia 

secundária, foi obtida da Sigma-Aldrich Chemicol Co. (St Louis, MO, 

USA). Uma solução estoque foi preparada a 100 mM, sendo diluída em 

Tween 20 e etanol e acondicionada no freezer a -20 ºC. A solução de 

trabalho foi preparada a 2 mM imediatamente antes dos experimentos.  

O bloqueador farmacológico do CCVD do tipo R SNX-482 foi 

adquirido da Alomone Labs (Ein Kerem, Jerusalém, Israel). O SNX-482 

foi reconstituído em PBS, sendo preparado uma solução estoque a 222,4 

µM, esta foi separada em alíquotas de 10 µL. As soluções de trabalho 

eram diluídas imediatamente antes da realização dos experimentos 

(TERASHIMA et al., 2013). 

A toxina ω-conotoxina MVIIA foi utilizada para o bloqueio do 

CCVD do tipo N, foi obtida da Tocris Bioscience (Bristol, Inglaterra). A 

ω-conotoxina MVIIA foi reconstituída em PBS, sendo que a solução 

estoque foi preparada a 127 µM e as soluções de trabalho foram diluídas 

imediatamente antes da realização dos experimentos (RIGO et al., 2013) 

Para diminuir a expressão do CCVD do tipo R (também chamado 

de CaV2.3), os animais foram tratados com um oligonucleotideo 

antissenso contra o RNAm codificante para esse canal (AS 5’- C*A*T* 

T*T*C* A*A*C* A*C*C* C*A*C* G*T*G -3’) ou com um 

oligonucleotideo controle (MM 5’- C*G*T* G*G*G* T*G*T* T*G*A* 

A*A*T* G -3’), que foram obtidos da Integrated DNA Technologies 

(Coralville, Iowa, USA) (PIEDRAS-RENTERIA; TSIEN, 1998). Com 

enfoque em aumentar a permeação e a estabilidade o oligonucleotídeo 

antissenso e seu controle passaram por um processo de dessanilização 

para retirar contaminantes orgânicos provenientes do processo de síntese 

e possui ligações nas bases com fosforotioato para aumentar sua 

estabilidade.  
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O ASO foi reconstituído em solução salina estéril (NaCl 0,9%) a 

500 µM, sendo preparadas alíquotas de 20 µL. Estas foram 

acondicionadas no freezer a -20 ºC. 

Para realização de qPCR, foram utilizados iniciadores para o 

CaV2.3 e para os controles β-actina e hipoxantina guanina fosforibosil 

transferase (HPRT). Estes foram obtidos da Integrated DNA 

Technologies (Coralville, Iowa, USA). 

 
Tabela 2 - Sequência de senso utilizados para os experimentos com o Cav2.3. 

Alvo Sequência senso Sequência antissenso 

CaV2.3 5’CCTGAGTGGTCGG

AGTGGATA3’ 

5’CATCCGCTGGGTC

CATACA3’ 

HPRT 5’GCAGACTTTGCTT

TCCTTGG3’ 

5’TACTGGCCACATC

AACAGGA3’ 

β-actina 5’CATTGCTGACAGG

ATGCAGAAGG3’ 

5’TGCTGGAAGGTGG

ACAGTGAGG3’ 

 

4.3. MODELO DE HIPERLAGESIA SECUNDÁRIA INDUZIDA 

POR CAPSAICINA 

 

O modelo de hiperalgesia secundária foi induzido pela injeção de 

capsaicina (20 nmol/10 µL) na região plantar da pata direita traseira de 

camundongos C57Bl/6 (LAIRD et al., 2001). Imediatamente após a 

injeção de capsaicina intraplantar (i.pl.) ou do seu veículo (solução 

fisiológica NaCl 0,9%) foram realizadas avaliações referentes a 

nocicepção espontânea. Além disto, a mensuração da hiperalgesia 

secundária foi realizada através do teste de von Frey, onde os filamentos 

de von Frey foram aplicados na área adjacente ao local primário da 

injeção. A sensibilidade térmica ao calor radiante foi avaliada para 

caracterização do modelo. Estas avaliações foram realizadas de 15 

minutos a oito horas após injeção intraplantar de capsaicina ou veículo 

(SCHWARTZ et al., 2009; SLUKA, 1997). 

Os tratamentos com ω-conotoxina MVIIA (1, 3, 10 e 30 

pmol/sítio) e SNX-482 (30, 100 e 300 pmol/sítio) foram feitos por 

administração via intratecal (i.t.), dez minutos antes da injeção de 

capsaicina (pré-tratamento) ou 60 minutos após a injeção de capsaicina 

(pós-tratamento) (TERASHIMA et al., 2013, RIGO et al., 2013).  
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O tratamento com antissenso ou controle (2,5 pmol/sítio) via 

intratecal foi feito antes da injeção de capsaicina sendo administrado de 

12 em 12 horas, por três dias (última administração 12 horas antes da 

capsaicina) (ANDRADE et al., 2008). 

 

4.4. AVALIAÇÕES COMPORTAMENTAIS 

 

4.4.1. AVALIAÇÃO DE EFEITOS ADVERSOS SENSORIAIS E 

MOTORES 

 

Antes da indução do modelo, as funções sensoriais e motoras 

foram cuidadosamente avaliadas após a administração intratecal dos 

bloqueadores de CCVD e do oligonucleotídeo antissenso, as avaliações 

foram realizadas de 30 a 60 minutos após as administrações intratecais. 

As avaliações incluem verificação da presença de tremores, serpentear de 

calda e comportamento de irritabilidade evocado pelo toque suave no 

flanco com um pincel (TERASHIMA et al., 2013). Foram analisados o 

comportamento de resposta frente ao estímulo sonoro de estalo e a 

resposta de retirada ao pinçar da pata. A função motora foi avaliada pela 

elevação da pata no reflexo de pisada causada pelo estiramento do dorso 

da pata traseira e pelo reflexo de endireitamento onde o animal é colocado 

de costas na bancada e tende a retornar à posição normal com o dorso 

voltado para cima. A catalepsia foi mensurada colocando-se a pata 

dianteira em uma barra horizontal, imobilidade na barra por 30 segundos 

foi considerada como presença de catalepsia. Os dados foram expressos 

como número de animais que apresentaram comportamento, efeitos e 

funções anormais pelo número total de animais avaliados (MALMBERG; 

YAKSH, 1994).  

 

4.4.2. AVALIAÇÃO DA NOCICEPÇÃO ESPONTÂNEA 

 

Imediatamente após a injeção de capsaicina intraplantar, os 

camundongos foram acomodados em plataformas de acrílico e o tempo 

total que cada animal passou lambendo, chacoalhando e mordendo a pata 

injetada foram cronometrados por cinco minutos, sendo este um 

indicativo de nocicepção espontânea. Os dados foram expressos como 

somatório do tempo de resposta durante os cinco minutos avaliados 

(CHEN et al., 2007). 
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4.4.3. AVALIAÇÃO DA SENSIBILIDADE TÉRMICA AO CALOR 

PELO TESTE DE HARGREAVES 

 

A avaliação da sensibilidade térmica ao calor foi realizada através 

do teste de Hargreaves, conforme previamente descrito na literatura 

(HARGREAVES et al., 1988), considerando algumas modificações. O 

teste de Hargreaves consistiu na estimulação da região plantar da pata 

direita traseira (ipsilateral) dos animais com uma fonte radiante de luz 

infravermelha (calor) através de uma plataforma com cobertura de vidro 

acrílico. Os animais foram contidos pela mão do experimentador e a fonte 

radiante (Ugo Basile®) posicionada logo abaixo da pata ipsilateral e, 

quando o animal estava imóvel, a fonte foi ligada e a latência em segundos 

(s) para que o animal elevasse, chacoalhasse ou retirasse a pata da direção 

da fonte de calor foi automaticamente registrada pelo aparelho. Um limite 

de 20 segundos de estimulação foi estabelecido para evitar danos 

teciduais nas patas dos animais. Os animais passaram por uma sessão de 

aclimatização, com uma hora de duração, com as mesmas condições 

experimentais, para minimizar os níveis de estresse no momento do teste. 

 

4.4.4. AVALIAÇÃO DA HIPERALGESIA PELO TESTE DE VON 

FREY 

 

A hiperalgesia secundária foi avaliada pelo teste de von Frey 

segundo Chaplan e colaboradores (1994), utilizando a técnica de “up-and-

down” com o uso de filamentos de von Frey. Os filamentos de von Frey 

de carga de 0,008 g a 4,0 g foram aplicados na superfície plantar da pata 

dos animais com aumento ou diminuição da carga dos filamentos, de 

acordo com a resposta dos animais, para determinar o filamento de 

retirada da pata. De acordo com o perfil de resposta e na força do último 

filamento, foi calculado o limiar de 50% de retirada da pata de cada 

animal em gramas (DIXON, 1980). De acordo com o perfil de resposta 

foi utilizado à convenção de X= retirada da pata e 0= ausência de resposta 

e o limiar de 50% de retirada da pata foi realizado através da fórmula:  

 

𝐿𝑖𝑚𝑖𝑎𝑟 𝑑𝑒 𝑟𝑒𝑡𝑖𝑟𝑎𝑑𝑎 𝑑𝑒 𝑝𝑎𝑡𝑎 50% (𝑔) = 10𝑋𝑓+𝐾𝛿  

Xf = log do último filamento de von Frey utilizado; 

K = valor tabelado para o perfil de respostas apresentado; 

δ = diferença média entre os estímulos em unidades logarítmicas. 
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O teste foi realizado em uma plataforma de arame, onde os animais 

foram colocados individualmente em uma câmara de observação feita de 

acrílico e coberta com tampa, posicionada sobre a plataforma. 

Os animais passaram por um processo de ambientação, onde foram 

colocados nas plataformas de acrílico um dia antes do procedimento para 

reconhecimento do local. 

Os filamentos foram aplicados nas patas traseiras direitas, na 

região adjacente a área de aplicação da capsaicina, demonstrado na figura 

3. A pressão aplicada sob os filamentos foi a suficiente para proporcionar 

a curvatura dos filamentos.  

Para este parâmetro foi feita uma medida inicial, antes da indução 

do modelo (chamado de basal), no dia 0 e posteriormente foram avaliados 

vários tempos após a indução da hiperalgesia secundária pela capsaicina.  

 
Figura 4 - Desenho ilustrativo do local da injeção de capsaicina i. pl. e da 

aplicação dos filamentos de von Frey para avaliação da hiperalgesia secundária 

nas áreas adjacentes à injeção.  

 
Fonte: Elaborada pelo próprio autos, 2018. 

 

4.5. REAÇÃO EM CADEIA POLIMERASE QUANTITATIVA EM 

TEMPO REAL (qPCR) 

 

4.5.1. EXTRAÇÃO DE RNA TOTAL  

 

Amostras biológicas de medula e GRD referentes ao experimento 

de silenciamento utilizando sequência antissenso foram coletadas, 

colocadas em nitrogênio líquido e posteriormente armazenadas a -80 C. 
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Após retirada do freezer -80 ºC em banho de gelo, adicionou-se as 

amostras 1 ml do reagente Trizol® (Invitrogen, Carlsbad) e as amostras 

foram mantidas por cinco minutos a temperatura ambiente antes da 

extração de RNA total. Em seguida, 200 μl de clorofórmio 98 % (Merck, 

Darmstadt) foram adicionados às amostras, as quais foram 

homogeneizadas por inversão por 15 segundos, mantidas a temperatura 

ambiente por dois minutos e, então, centrifugadas a 12000 x g por 15 

minutos a 4 C. A fase aquosa resultante foi transferida para um tubo 

novo. O sobrenadante foi descartado e o sedimento lavado com 400 µL 

de etanol 70%, o sedimento contendo o RNA total foi homogeneizado por 

inversão. Posteriormente foi utilizado kit de extração PureLink® 

(Invitrogen, Carlsbad) para purificação das amostras.  

As amostras obtidas tiveram sua concentração e pureza avaliadas 

em um espectrofotômetro SpecterPhotometer (NanoDrop ND-1000), 

observando-se as relações de absorbância 260/280 nm e 260/230 nm. A 

fim de eliminar qualquer DNA contaminante inadvertidamente purificado 

durante o processo de extração de RNA, as amostras de RNA (300 ng, 

conforme a concentração inicial disponível) foram submetidas a 

tratamento com DNAse I (Invitrogen, Carlsbad), na razão de 1 unidade 

por μg de RNA extraído. A reação foi realizada durante 15 minutos a 37 

ºC, na presença de tampão recomendado pelo fabricante. A inativação da 

enzima ocorreu com a adição de EDTA na concentração final de 2,5 mM 

e aquecimento a 65 ºC por 5 min. 

 

4.5.2. REAÇÃO DE TRANSCRIPTASE REVERSA (RT-PCR) 

 

A partir das amostras tratadas com DNAseI, 300 ng de RNA 

(conforme concentração inicial disponível) foram realizadas as reações 

de transcrição reversa. A reação foi realizada segundo o kit High-

Capacity cDNA (Applied Biosystems) seguindo as recomendações do 

fabricante. A reação ocorreu a 25 ºC por 10 minutos, 37 ºC por 120 

minutos e 85 º C por 5 minutos. O DNA complementar (cDNA) obtido 

foi armazenado a -20 C. 

 

4.5.3. REAÇÃO EM CADEIA DA POLIMERASE QUANTITATIVA 

EM TEMPO REAL (qPCR) 

 

Para utilização como molde na qPCR, o cDNA foi diluído dez 

vezes em água ultrapura livre de nucleases. As reações ocorreram na 

presença do reagente Maxima
® 

SYBR Green/ROX qPCR Master Mix 
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(Thermo Scientific), de acordo com as orientações do fabricante, e 0,3μM 

dos iniciadores de cada par descrito na tabela 2, sendo montadas em 

placas de 96 poços A-B-C (Axygen, Union City), em volume final de 

10 μl. As placas, cobertas por selante óptico MicroAmp
® 

Optical 

Adhesive Film (Applied Biosystems) foram analisadas em equipamento 

StepOnePlus Real-Time PCR System (Applied Biosystems) do 

Laboratório de Imunologia (LIDI–UFSC). As reações tiveram início com 

uma etapa de desnaturação a 95 ºC por 10 min, seguida por 40 ciclos 

contendo uma etapa de desnaturação (95ºC por 15 segundos) e uma etapa 

de ligação dos iniciadores e extensão (60 ºC por um minuto). Ao final, foi 

incluída uma etapa para obtenção da curva de dissociação (95 ºC por 15 

segundos, 60 ºC por 15 segundos e, novamente, 95 ºC por 15 segundos). 

Em cada placa adicionou-se um controle negativo para cada par de 

iniciadores, composto por todos os reagentes necessários à amplificação, 

à exceção do DNA molde. 

 

4.5.4. ANÁLISE DOS RESULTADOS 

 

Os experimentos de RT-qPCR foram realizados utilizando-se 

amostras biológicas de 5 animais por grupo (antissenso e controle), sendo 

os resultados posteriormente analisados pelo software StepOne Software 

2.3 (Applied Biosystems, Carlsbad). Para avaliar a variação relativa nos 

níveis de cada transcrito entre as amostras analisadas, utilizou-se o 

método da quantificação relativa (LIVAK, SCHMITTGEN, 2001), 

comparando o Cq apresentado para o gene alvo à média dos Cq de dois 

genes de referência (HPRT e β-actina).  

Os cálculos necessários para obtenção dos valores de abundância 

relativa foram realizados em planilha do Excel (Microsoft Office) através 

das seguintes equações:  

 

ΔCq = Cq (gene alvo) – Cq (gene referência) 

ΔΔCq = ΔCq (amostra) – Cq (calibrador) 

QR = 2 -ΔΔCq 

 

Onde o calibrador é a amostra a partir da qual as demais serão 

comparadas e QR é o valor de quantificação relativa. O valor de QR 

médio do calibrador é sempre próximo a 1.  

As análises estatísticas, bem como a produção dos gráficos, foram 

realizadas no programa Prism 6.0 (GraphPad). Foram utilizados testes 
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estatísticos t de Student não-pareado. Valores de p menores que 0,05 

foram considerados estatisticamente significantes. 

 

4.6. VERIFICAÇÃO CICLO ESTRAL 

 

A verificação do ciclo estral foi realizada a partir de lavados 

vaginais, onde uma ponteira contendo 10 µL de NaCl 0,9% foi 

cuidadosamente introduzida no canal vaginal das fêmeas para que não 

houvesse estimulação de cérvix uterina e não ocorresse estresses pelo 

procedimento. Em seguida o lavado vaginal foi depositado em lâmina de 

vidro para visualização da morfologia em microscopia óptica em objetiva 

de 10 vezes.  Foram considerados três tipos celulares: células epiteliais, 

células cornificadas e leucócitos (MARCONDES et. al., 2002). De 

acordo com a predominância destas células foi feita a classificação nos 

ciclos:  

- Proestro: predominância de células epiteliais nucleadas e 

arredondadas; 

- Estro: predominância de células anucleadas e irregulares; 

- Metaestro: proporção similar dos tipos celulares; 

- Diestro: Predominância de leucócitos e muco. 

O presente estudo não teve o intuito de investigar os efeitos de cada 

fase do ciclo estral no processo nociceptivo, foi realizado apenas para 

controle dos grupos experimentais e para a padronização do modelo. 

 

4.7. DESTINO DOS ANIMAIS 

 

Ao final dos experimentos os animais foram encaminhados ao 

biotério setorial do Departamento de Farmacologia onde foi realizada a 

ortotanásia em câmara de CO2. Alternativamente, quando este processo 

não foi possível, os animais foram submetidos à ortotanásia pelo método 

de deslocamento cervical (CONCEA, 2013). 

  

4.8. ANÁLISES ESTATÍSTICAS 

 

Os dados obtidos estão expressos como média ± erro padrão da 

média (E.P.M.) de 8 animais por grupo experimental (conforme presença 

de outliers), conforme indicado na legenda das figuras. O teste de Grubbs 

foi utilizado para a verificação da existência de valores outliers entre os 

dados, e os valores identificados como tal foram excluídos das análises 

estatísticas. O teste de Grubbs foi realizado em uma plataforma virtual 

disponível online (https://graphpad.com/quickcalcs/grubbs1/). As 



48 

 

análises estatísticas foram realizadas por meio das análises de variância 

(ANOVA) de uma ou duas vias, com ou sem medidas repetidas, seguidas 

pelo teste post-hoc de Bonferroni, ou ainda, pelo teste t de Student, 

conforme o necessário. O nível de diferença estatística foi considerado 

significativo quando os valores de P encontrados foram menores que 0,05 

(P<0.05). Os dados obtidos nos experimentos realizados para avaliar a 

hiperalgesia pelo teste de von Frey, foram transformados e expressos 

como logaritmo de base 10, com o intuito de atender aos critérios para 

realização de análise estatística paramétrica. As análises dos dados, assim 

como a confecção dos gráficos, foram realizadas com auxílio do 

programa GraphPad Prism 6® (La Jolla, CA, USA).  
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5. RESULTADOS 

 

5.1. CARACTERIZAÇÃO DO MODELO DE HIPERALGESIA 

SECUNDÁRIA INDUZIDA POR CAPSAICINA 

 

A injeção subcutânea na pata traseira direita dos animais com 

capsaicina (20 nmol/pata) promoveu, de forma significativa, uma 

elevação do tempo de nocicepção espontânea quando comparados ao 

grupo veículo, de maneira similar em machos e em fêmeas (Figura 5, 

painéis A e B, respectivamente). A reposta foi avaliada nos primeiros 

cinco minutos após a administração de capsaicina. Na estratificação do 

tempo por minuto percebe-se que a resposta demonstrou ser mais 

acentuada no primeiro minuto após a injeção intraplantar (i.pl.) com a 

capsaicina (dados não mostrados).   

Comparados ao grupo veículo e aos valores basais foi possível 

observar que a injeção i.pl. de capsaicina gerou uma redução rápida no 

limiar de retirada de pata 50% (g), sendo o local de aplicação dos 

filamentos de von Frey adjacentes ao local da injeção com capsaicina, 

sendo assim caracterizada como hiperalgesia secundária. A partir de meia 

hora após a injeção i.pl. já houve hiperalgesia significativa, onde o 

máximo da resposta hiperalgésica foi observado a partir de uma hora após 

a injeção (queda do limiar de 78 ± 4% e 77 ± 4% para machos e fêmeas, 

respectivamente). O efeito hiperalgésico perdurou por até cinco horas 

após a injeção i.pl. de capsaicina quando comparados ao grupo veículo e 

aos valores basais, sendo que foram encontradas respostas com padrões 

semelhantes entre machos e fêmeas (Figura 5, painéis C e D, 

respectivamente).  

Em relação à estimulação térmica ao calor, nos machos foi possível 

visualizar um aumento no tempo de latência (hipoalgesia) duas horas após 

a injeção i.pl. de capsaicina quando comparado aos valores do grupo 

veículo no mesmo tempo (Figura 5, painel E). Nas fêmeas (Figura 5, 

painel F) não foi observada alteração na latência frente a estimulação 

térmica ao calor quando comparado aos valores do grupo veículo.  

Nesse bloco de experimentos a injeção i.pl. de capsaicina (20 

nmol/pata) induziu o aumento da nocicepção espontânea, gerou 

hiperalgesia secundária, no qual o padrão de respostas expressou ser 

similar entre machos e fêmeas. A estimulação térmica ao calor gerou uma 

hipoalgesia nos machos e não causou alteração nas fêmeas. Nos 

experimentos seguintes foram mantidas as avaliações de nocicepção 

espontânea e hiperalgesia secundária, mas em relação ao parâmetro de 

estimulação térmica ao calor não foram realizadas novas avaliações. 
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Figura 5 - Caracterização do modelo de hiperalgesia secundária induzida por 

administração intraplantar na pata traseira direita de capsaicina (20 nmol/sítio), 

em camundongos machos (A, C e E) e fêmeas (B, D e F). A e B - Avaliação frente 

a nocicepção espontânea após administração de capsaicina (20 nmol/sítio, i.pl.) 

(Somatório do tempo de resposta após estimulação plantar com capsaicina, (0-5 

min)). C e D - Decurso temporal do efeito da administração de capsaicina (20 

nmol/sítio, i.pl.) sobre a hiperalgesia secundária (Limiar de retirada de pata 50% 

(g)). E e F - Efeito da administração de capsaicina (20 nmol/sítio, i.pl.) sobre a 

estimulação térmica ao calor (Latência para retirada de pata (s) avaliada pelo teste 

de Hargreaves, frente a estimulação plantar com calor radiante). Dados expressos 

como média ± E.P.M. (n= 8/grupo) sendo realizados 2-3 blocos de experimentos 

independentes, sendo A e B analisados pelo teste t de student não pareado, C, D, 

E e F analisados pela ANOVA de duas vias com medidas repetidas, seguidas do 

teste post-hoc de Bonferroni (#), (*), (**) e (***) Representam diferenças 

significativas (P<0,05) quando comparados aos valores das medidas basais, 

(P<0,05), (P<0,01), (P<0,001) quando comparados aos valores do grupo veículo, 

respectivamente. (B) – Basal. O teste de Grubbs foi utilizado para detectar 

possíveis outliers e não foram encontrados outliers. 

 

 
 

5.2. AVALIAÇÕES DE TOXICIDADE 

 

Antes de identificar possíveis efeitos antinociceptivos, foram 

realizadas avaliações de efeitos adversos sensoriais e motores 

imediatamente (e até 60 minutos após) a administração intratecal de 
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bloqueadores de canais de cálcio voltagem dependentes (CCVD) tipo N 

(ω-conotoxina MVIIA) ou R (SNX-482) em camundongos não injetados 

com capsaicina.  

Referente a ω-conotoxina MVIIA (30, 10, 3 e 1 pmol/sítio), foi 

observado que as doses mais elevadas (30 e 10 pmol/sítio) foram capazes 

de causar serpenteado de cauda e tremores além reduzir o reflexo de 

pinçar da pata. Mesmo em doses altas, a ω-conotoxina MVIIA não causou 

irritabilidade ou alterações nos reflexos de estalo ou pisada.  A dose de 3 

pmol/sítio de ω-conotoxina MVIIA provocou o aparecimento de 

irritabilidade em alguns animais, mas este não foi significativo. Assim, as 

doses menores de ω-conotoxina MVIIA (3 e 1 pmol/sítio) não causaram 

alterações significativas dos efeitos adversos mensurados (Tabela 3). Na 

avaliação da resposta frente a estimulação com filamentos de von Frey, 

nenhuma das doses testadas alterou os limiares de retirada per se (Log 

dos limiares de 0,1 ± 0,1; -0,2 ± 0,2; -0,3 ± 0,2; -0,2 ± 0,1 e -0,1 ± 0,02 

para as doses de 30, 10, 3 e 1 pmol/sítio e veículo 60 min após a 

administração). Na estimulação frente ao calor radiante, também se 

constatou que não houve modificação na latência frente ao estimulo 

térmico em nenhuma das doses utilizadas (latência de 14 ± 3; 10 ± 1; 9 ± 

1; 9 ± 1 e 15 ± 1 segundos para as doses de 30, 10, 3 e 1 pmol/sítio e 

veículo 60 min após administração). Assim, somente as doses elevadas 

de ω-conotoxina MVIIA (10 e 30 pmol/sítio) foram capazes de gerar 

efeitos adversos nas fêmeas. 

 
Tabela 3 - Efeitos adversos em camundongos fêmeas tratados com doses de ω-

conotoxina MVIIA (1, 3, 10 e 30 pmol/sítio, i.t.), sem injeção de capsaicina. 

Dados expressos como presença ou ausência de reflexo. 

 

 
 

Também foram analisados efeitos adversos em camundongos 

tratados por via intratecal com SNX-482 (30-300 pmol/sítio, i.t.) sem 
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injeção de capsaicina na pata. Nas doses testadas a administração 

intratecal com SNX-482 não apresentou alterações estatisticamente 

diferentes (em comparação ao veículo) frente as avaliações de 

serpenteado, tremores e irritabilidade ou dos reflexos de estalo, pisada e 

pinçar da pata nem para machos, nem para fêmeas (Tabela 4). 

Na mensuração de limiar mecânico uma hora após a administração 

intratecal de SNX-482 na dose mais elevada (300 pmol) não houve o 

surgimento de hiperalgesia (Log dos limiares de -0,3 ± 0,1 e -0,4 ± 0,1 

para SNX-482 e seu veículo, para fêmeas). As menores doses de SNX-

482 (100 e 30 pmol/sítio) nas fêmeas também não geraram modificações 

nos limiares mecânicos quando comparados ao grupo veículo (dados não 

mostrados).  

Não foi possível averiguar mudança significativa na latência 

térmica frente ao calor radiante na região plantar após a administração 

intratecal com SNX-482 na dose mais elevada (15 ± 0,2 e 15 ± 1 segundos 

para SNX e veículo ou 12 ± 0,6 e 1 5± 3 segundos para SNX e veículo, 

em machos ou fêmeas, respectivamente). As menores doses de SNX-482 

foram avaliadas somente em fêmeas e não causaram modificações na 

latência térmica frente ao calor quando comparadas ao grupo veículo 

(Dados não mostrados). 

 
Tabela 4 - Efeitos adversos em machos e fêmeas tratados com SNX-482, sem 

injeção de capsaicina. Dados expressos como presença ou ausência de reflexo. 

 

 
 

Além dos parâmetros mencionados anteriormente, foram 

realizadas avaliações relacionadas ao efeito adverso de catalepsia, reflexo 

de endireitamento e avaliação térmica ao frio frente a estimulação com 

acetona. Machos e fêmeas não apresentaram nenhuma alteração nestes 
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parâmetros, em nenhuma das doses utilizadas para ω-conotoxina MVIIA 

ou SNX-482 (Dados não mostrados). 

 

5.3. EFEITO DO PÓS-TRATAMENTO COM BLOQUEADORES 

DE CANAIS DE CÁLCIO TIPO R E N NA HIPERALGESIA 

SECUNDÁRIA INDUZIDA POR CAPSAICINA 

 

Para verificar o papel de CCVD em um processo hiperalgésico já 

estabelecido, foi realizado pós-tratamento com SNX-482 ou ω-

conotoxina MVIIA, uma hora após a injeção i.pl. de capsaicina em 

camundongos machos e fêmeas. A capsaicina causou nocicepção 

espontânea e hiperalgesia secundária (Figura 6) de mesma intensidade em 

todos os grupos de animais que posteriormente receberam administração 

dos bloqueadores. 

No decurso temporal do pós-tratamento com uma alta dose de ω-

conotoxina MVIIA (30 pmol/sítio, i.t.) em fêmeas, foi possível observar 

uma reversão da hiperalgesia secundária nos primeiros 15 minutos após 

o tratamento com ω-conotoxina MVIIA, sendo que esta reversão 

perdurou significativamente por até duas horas após a administração 

(Figura 6, painel B).  

O decurso temporal do pós-tratamento com uma dose alta de SNX-

482 (300 pmol/sítio, i.t.) em fêmeas demonstrou que houve uma reversão 

da hiperalgesia nos primeiros 15 minutos após o tratamento com SNX-

482. Contudo, o pós-tratamento com SNX-482, não foi eficaz em gerar 

uma reversão significativa da hiperalgesia que perdurasse de uma a quatro 

horas após administração do SNX-482 (Figura 6, painel C). 

Diferente das altas doses, foi possível constatar que as menores 

doses de SNX-482 (100 pmol/sítio, i. t.) e ω-conotoxina MVIIA (1 

pmol/sítio, i. t.) não conseguiram alterar a hiperalgesia secundária 

induzida pela injeção i. pl. de capsaicina em fêmeas quando comparados 

ao grupo veículo (Figura 6, painel D). A dose mais elevada de SNX-482 

foi capaz de reverter a hiperalgesia em 53 ± 7% nos 15 minutos após o 

tratamento. Já a dose mais elevada de ω-conotoxina MVIIA foi capaz de 

reverter a hiperalgesia em 82 ± 11% nos 15 minutos após a sua 

administração. 
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Figura 6 - Efeito antinociceptivo da administração intratecal (i.t.) do SNX-482 no 

modelo de hiperalgesia secundária mediada pela administração subcutânea de 

capsaicina (20 nmol/sítio) de camundongos fêmeas. A – Protocolo experimental 

utilizado para pós tratamento com SNX-482 e MVIIA). B e C - Decurso temporal 

do pós-tratamento com MVIIA (B) ou SNX-482 (C) na hiperalgesia secundária 

induzida por capsaicina. D - Curva dose-resposta do efeito do SNX-482 e da 

MVIIA 15 minutos após administração i.t. E - Nocicepção espontânea induzida 

por capsaicina antes da administração do SNX-482 e da MVIIA. Dados 

representados como média ± E. P. M. (n= 8 por grupo), 2-3 blocos independentes 

por experimento. B e C analisados pela ANOVA duas vias com medidas repetidas 

seguidas pelo teste post-hoc de Bonferroni, D e E analisado pela ANOVA de uma 

via seguida pelo teste post-hoc de Bonferroni e Dunnett, respectivamente. (#), 

(*), (**) e (***) Representam diferenças significativas (P<0,05) quando 

comparados aos valores das medidas basais, (P<0,05), (P<0,01), (P<0,001) 

quando comparados aos valores do grupo veículo, respectivamente.  (B) – Basal. 

A barra horizontal cinza no gráfico D representa os valores basais. A flecha indica 

o momento da administração intratecal dos bloqueadores. O teste de Grubbs foi 

utilizado para detectar possíveis outliers, no qual foi excluído um animal do grupo 

veículo (C e D), um do grupo SNX-482 (100 pmol/sítio) e um do grupo MVIIA 

(1 pmol/sítio) (D). 
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Posteriormente comparamos as respostas anti-hiperalgésicas dos 

bloqueadores de CCVD entre fêmeas e machos. A administração de ω-

conotoxina MVIIA reverteu a hiperalgesia secundária em machos com 

eficácia similar ao observado em fêmeas (Figura 7, painéis B e C, 

respectivamente). Por outro lado, o pós-tratamento com SNX-482 não foi 

capaz de reverter a hiperalgesia secundária após injeção de capsaicina em 

machos. (Figura 7, painéis B e C, respectivamente). Estes dados 

demonstram que o efeito anti-hiperalgésico do bloqueio de CCVD tipo R 

é susceptível à divergência sexual. Desta forma, os próximos 

experimentos com bloqueadores de CCVD foram feitos somente em 

fêmeas. 
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Figura 7 - Efeito por sexo, do pós-tratamento com bloqueadores de CCVD tipo 

R (SNX-482 300 pmol/sítio, i.t.) e N (MVIIA – 30 pmol/sítio, i.t.) na nocicepção 

induzida pela administração subcutânea de capsaicina (20 nmol/sítio) na região 

plantar da pata direita traseira de camundongos machos (B) e fêmeas (C). A – 

Protocolo experimental utilizado para o pós-tratamento com SNX-482 e MVIIA. 

B e C – Decurso temporal do efeito do pós-tratamento com os bloqueadores SNX-

482 e MVIIA na hiperalgesia secundária. Dados expressos como média ± E.P.M. 

(n= 8/grupo) sendo realizados 2-3 blocos de experimentos independentes, sendo 

os dados analisados pela ANOVA de uma via, seguida do teste post-hoc de 

Bonferroni. (#), (*), (**) e (***) Representam diferenças significativas (P<0,05) 

quando comparados aos valores das medidas basais, (P<0,05), (P<0,01), 

(P<0,001) quando comparados aos valores do grupo veículo, respectivamente.  

(B) – Basal. O teste de Grubbs foi utilizado para detectar possíveis outliers, no 

qual foram excluídos dois animais, um do grupo veículo e um do grupo MVIIA 

(30 pmol) (B).  

 

 
 

 

5.4. EFEITO DO PRÉ-TRATAMENTO COM BLOQUEADORES 

DE CANAIS DE CÁLCIO TIPO R E N NA HIPERALGESIA 

SECUNDÁRIA INDUZIDA POR CAPSAICINA 

 

Para verificar o papel CCVD na prevenção de um processo 

hiperalgésico foi realizado um pré-tratamento com os bloqueadores 10 

minutos antes da injeção i. pl. de capsaicina em camundongos fêmeas. O 

tratamento com bloqueador de CCVD do tipo N (MVIIA 30 pmol/sítio, 
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i.t.) ou R (SNX-482 300 pmol/sítio, i.t.) antes da injeção de capsaicina, 

não alterou de forma relevante a nocicepção espontânea, onde o tempo de 

resposta nos cinco minutos após injeção de capsaicina foi similar à do 

grupo veículo (Figura 8, painel B e D).  

O pré-tratamento com MVIIA (30 pmol/sítio, i.t.) foi capaz de 

prevenir significativamente a hiperalgesia secundária apenas uma hora 

após a injeção de capsaicina, mas não alterou de forma significativa a 

hiperalgesia nos demais tempos avaliados (Figura 8, painel C). 

No decurso temporal foi possível constatar que o pré-tratamento 

com SNX-482 (300 pmol/sítio, i.t.) não ocasionou nenhuma modificação 

na resposta nociceptiva causada após a injeção i. pl. de capsaicina. A 

hiperalgesia se manteve presente por até quatro horas após a injeção i. pl 

de capsaicina e ocorreu de forma equivalente no grupo tratado com SNX-

482 e no grupo veículo (Figura 8, painel E). 
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Figura 8 - Efeito do pré-tratamento com bloqueadores de CCVD tipo N (MVIIA 

– 30 pmol/sítio, i.t.) (B e C) e R (SNX-482 - 300 pmol/sítio, i.t.) (D e E), na 

nocicepção induzida pela administração subcutânea de capsaicina (20 nmol/sítio) 

na região plantar da pata direita traseira de camundongos fêmeas. A – Protocolo 

experimental utilizado para o pré tratamento com MVIIA e SNX-482. B e D - 

Avaliação da nocicepção espontânea induzida por capsaicina, após administração 

da MVIIA e do SNX-482 (Somatório do tempo de resposta após estimulação 

plantar com capsaicina, (0-5 min)).  C e E - Decurso temporal do pré-tratamento 

com os bloqueadores MVIIA e SNX-482 na hiperalgesia secundária (Limiar de 

retirada de pata 50% (g). Dados expressos como média ± E.P.M. (n= 8/grupo) 

sendo realizados 2-3 blocos de experimentos independentes, sendo B e D 

analisados pelo teste t de student e C e E analisados pela ANOVA de duas vias 

com medidas repetidas, seguidas do teste post-hoc de Bonferroni. (#) e (*) 

Representam diferenças significativas (P<0,05) quando comparados aos valores 

das medidas basais e quando comparados aos valores do grupo veículo, 

respectivamente.  (B) – Basal. O teste de Grubbs foi utilizado para detectar 

possíveis outliers, não foram encontrados outliers. 
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5.5. EFEITO DO TRATAMENTO COM OLIGONUCLEOTÍDEO 

ANTISSENSO CONTRA CANAIS DE CÁLCIO TIPO R NA 

HIPERALGESIA SECUNDÁRIA INDUZIDA POR CAPSAICINA 

 

Primeiramente foi realizada uma padronização do tratamento com 

ASO contra CCVD tipo R, via i.t., 2,5 nmol/sítio, duas vezes ao dia, por 

três dias, sendo utilizado como controle uma sequência não complementar 

(2,5 nmol/sítio, i.t., duas vezes ao dia, por três dias). Antes de identificar 

possíveis efeitos antinociceptivos, foram realizadas avaliações de efeitos 

adversos sensoriais e motores imediatamente (e até 60 minutos após) a 

administração intratecal do ASO contra o CCVD tipo R em camundongos 

não injetados com capsaicina.  

O tratamento com ASO contra CCVD tipo R não gerou o 

aparecimento de serpentear de cauda, tremores e irritabilidade em 

nenhum dos animais avaliados. Não ocorreram modificações nos reflexos 

de pisada e estalo, no entanto alguns animais apresentaram diminuição do 

reflexo de pinçar da pata, mas este não foi significante (Tabela 5). Não 

foi observado presença de catalepsia e de alterações relacionadas ao 

reflexo de endireitamento (Dados não mostrados). 

 
Tabela 5 - Efeitos adversos em fêmeas tratados com ASO contra CCVD tipo R 

(2,5 nmol/sítio, i.t., duas vezes ao dia, por três dias), sem injeção de capsaicina. 

Dados expressos como presença ou ausência de reflexo. 

 

 
 

O tratamento com ASO não foi capaz de modificar a nocicepção 

mecânica dos animais não injetados com capsaicina. O limiar de retirada 

de pata 50% (g) antes (pré) e após (pós) o tratamento com antissenso 

permaneceram semelhantes (1,0±0,12 e 0,8±0,07 pré e pós, 

respectivamente). Também não ocorreram variações quando comparados 

o grupo ASO ao grupo controle (0,8 ± 0,12 e 1,0 ± 0,11 pré e pós, 

respectivamente) (Figura 9, painel A). O tratamento com ASO também 

não causou modificações na latência frente a estimulação plantar por calor 

radiante. Em relação ao grupo controle também não houve alterações 
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térmicas quando comparamos a latência antes e após o tratamento (Figura 

9, painel B).  

 
Figura 9 - Efeito do tratamento com controle (Mismatch) e do antissense (ASO) 

contra o CCVD tipo R (2,5 nmol/sítio 2x ao dia por 3 dias, i.t.) em camundongos 

fêmeas, antes da indução do modelo de hiperalgesia secundária. A - Avaliação da 

nocicepção mecânica frente ao tratamento com MM e o AS. B - Avaliação da 

estimulação térmica ao calor frente ao tratamento com Mismatch e o ASO. Dados 

representados como média ± E. P. M. (grupo Mismatch n= 9, grupo ASO n= 10), 

2-3 blocos independentes por experimento, analisados pela ANOVA de duas vias 

com medidas repetidas seguida pelo teste post-hoc de Bonferroni. Foi utilizado 

teste de Grubbs para detecção de possíveis outliers, mas não foram encontrados. 

 

 
 

Para confirmar molecularmente os nossos dados referentes ao 

silenciamento utilizando ASO contra o CaV2.3 foi realizada a 

quantificação dos níveis de RNAm para o CaV2.3 após o tratamento com 

o ASO. Foi possível constatar que o nosso tratamento utilizando o ASO 

contra o CaV2.3 foi eficiente em diminuir os níveis do RNAm do CaV2.3 

quando comparados ao tratamento com o respectivo grupo controle. Na 

medula espinhal foi possível visualizar uma inibição de 51 ± 4% (Figura 

10, painel A), enquanto no GRD a porcentagem de inibição chegou a 52 

± 6% (Figura 10, painel B).  
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Figura 10 - Expressão do CaV2.3 após tratamento com ASO. A – Quantificação 

dos níveis de RNAm para o CaV2.3 na medula espinhal após tratamento com 

antissenso (ASO) ou seu controle (Mismatch) (2,5 nmol/sítio 2x ao dia por 3 dias, 

i.t.). B – Quantificação dos níveis de RNAm para o CaV2.3 no GRD após 

tratamento com antissenso (ASO) ou seu controle (Mismatch) (2,5 nmol/sítio 2x 

ao dia por 3 dias, i.t.). Dados expressos como unidades arbitrárias (n= 4 por 

grupo), analisados pelo teste-t de Student. (**) Representa diferença significativa 

(P<0,01) quando comparados ao grupo controle (MM). Foi utilizado teste de 

Grubbs para detecção de possíveis outliers, mas não foram encontrados. 

 

 

 
 

Doze horas após a última injeção de ASO ou controle foi induzida 

a hiperalgesia secundária com injeção i. pl. de capsaicina (20 nmol/pata). 

Nos cinco minutos após a injeção de capsaicina foi possível constatar que 

o tratamento intratecal com o antissenso não gerou modificação na 

nocicepção espontânea. O tempo de resposta demonstrou ser homogêneo 

e semelhante, independente do tratamento (Figura 11, painel A).  

No decurso temporal foi possível constatar que a hiperalgesia 

secundária induzida por capsaicina i. pl. foi prevenida pelo tratamento 

com ASO contra o CCVD tipo R, a partir de meia hora após a injeção de 

capsaicina quando comparada ao grupo controle. O efeito 

antihiperalgésico do ASO perdurou por até oito horas, estando o pico do 

efeito em duas horas após a injeção de capsaicina, onde a inibição da 

hiperalgesia chegou a 72 ± 16% (Figura 11, painel B).  
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Figura 11 - Avaliação do tratamento com ASO contra o CCVD tipo R no modelo 

de hiperalgesia secundária mediada pela administração subcutânea de capsaicina 

(20 nmol/sítio) na região plantar da pata direita traseira de camundongos fêmeas. 

A - Avaliação frente a nocicepção espontânea após administração de capsaicina 

(20 nmol/sítio, i.pl.). B - Decurso temporal do tratamento com ASO na 

hiperalgesia secundária. Dados representados como média ± E.P.M. (n= 8 por 

grupo), 2-3 blocos independentes por experimento, A analisado pelo teste-t de 

Student e B analisado pela ANOVA duas vias com medidas repetidas seguidas 

pelo teste post-hoc de Bonferroni. (B) – Basal. (#) Representa diferença 

significativa (P<0,05) quando comparado aos valores basais. (***) Representa 

diferença significativa (P<0,001) quando comparado ao grupo controle (MM). 

Foi utilizado teste de Grubbs para detecção de possíveis outliers e foram 

excluídos 1 animal de cada grupo (A e B). 
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6. DISCUSSÃO 

 

O envolvimento de vários canais de cálcio dependentes de 

voltagem tem sido amplamente estudado nas vias nociceptivas, 

principalmente no que diz respeito ao CaV2. Alguns estudos apontam a 

participação dos CaV2 em mecanismos espinhais envolvidos em dores 

neuropáticas (LUVISETTO et al., 2006; MATTHEWS et al., 2007; 

SAEGUSA et al., 2000). O uso do bloqueador do canal CaV2.2, 

ziconotida, demonstrou ser eficaz no tratamento de dores neuropáticas, 

assim, acredita-se que o bloqueio do CaV2.3 tenha um efeito analgésico 

promissor. No entanto, existem poucos relatos da literatura que 

esclareçam a participação do CaV2.3 na nocicepção.  

A injeção intradérmica com uma dose elevada de capsaicina tem 

sido utilizada como um modelo seguro e eficaz de sensibilização central 

em humanos para o estudo dos mecanismos envolvidos em dores 

neuropáticas e na busca por novos fármacos analgésicos. Com isso, a 

primeira parte deste estudo procurou caracterizar o modelo de 

hiperalgesia secundária induzida pela injeção intraplantar (i. pl.) 

capsaicina em camundongos machos e fêmeas. Foi possível observar o 

desenvolvimento de comportamento nociceptivo espontâneo, 

independente do sexo, imediatamente após a injeção de capsaicina, o qual 

apresentou um pico de resposta no primeiro minuto avaliado.  Esta dor 

imediata após a injeção de capsaicina é característica da dor em 

queimação causada pela ativação dos receptores TRPV1 pelo seu agonista 

(BASBAUM et al., 2009). A hiperalgesia secundária foi visualizada 

rapidamente, em meia hora após a injeção de capsaicina e demonstrou ser 

duradoura, pois foi detectada por pelo menos até cinco horas após a 

injeção de capsaicina. Estes dados são condizentes com o que é visto na 

clínica, os pacientes relatam dor persistente e adjacente a área lesionada 

(JENSEN; FINNERUP, 2014). A sensibilização periférica ocorre no local 

da lesão, a capsaicina é um agente capaz de gerar hiperalgesia periférica 

no local da injeção devido a sensibilização periférica. Além disso, a 

capsaicina é capaz de desencadear a hiperalgesia secundária no local 

adjacente a injeção. No nosso estudo a avaliação dos parâmetros 

nociceptivos foi realizada na área adjacente a injeção de capsaicina (na 

área não lesionada) estando condizente com o processo de sensibilização 

central. 

Devido as características de ativação dos receptores TRPV1 pela 

capsaicina esperávamos a visualização de uma hiperalgesia térmica ao 

calor, no entanto, nossos dados demonstraram uma hipoalgesia térmica 

ao calor em machos e uma tendência a hipoalgesia em fêmeas. Um estudo 
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que buscou caracterizar os fenótipos de pacientes com dores neuropáticas 

relatou que pacientes com hiperalgesia secundária apresentaram uma 

hipoalgesia como resposta a perda de sensibilidade térmica (VOLLERT 

et al., 2018). Na literatura há relatos de estudos que utilizaram injeções 

com altas doses de capsaicina e observaram o surgimento de uma 

hipoalgesia nos testes de sensibilidade térmica ao calor (SLUKA, 2002; 

WANG et al., 2017). Um fator que pode explicar essa perda de 

sensibilidade térmica seria a dessensibilização dos receptores TRPV1, 

encontrados nos nociceptores, pela injeção de altas doses de capsaicina 

(SLUKA, 2002). 

No que diz respeito ao sexo dos animais os dados da caracterização 

do modelo mostraram ser semelhantes e homogêneos. Nos últimos anos 

cresceu a preocupação com inserção de animais machos e fêmeas nos 

estudos relacionados a dor (SORGE et al., 2015). Desta forma, o nosso 

estudo buscou incluir ambos os gêneros animais na avaliação dos 

parâmetros nociceptivos. Foi realizada a avaliação do ciclo estral nas 

fêmeas em experimento, as quais demonstraram estar em fases do ciclo 

variadas, apesar disso, não houve diferença significativa na resposta 

nociceptiva nas diferentes fases do ciclo estral (dados não mostrados). 

Alguns pesquisadores se especializaram na pesquisa relacionada as 

diferentes respostas geradas pelos gêneros, alguns trabalhos relatam as 

diferenças relacionadas a modulação imune em mulheres e homens 

(ROSEN; HAM; MOGIL, 2017). Um estudo com fêmeas da linhagem 

C57Bl/6 constatou que as fêmeas desta linhagem não demonstraram 

diferença significativa dependente da fase do ciclo estral nos parâmetros 

nociceptivos avaliados. Além disso, relatos anteriores destacam que as 

variações detectadas em fêmeas foram as mesmas relatadas nos machos 

(MEZIANE et al., 2007). Em um outro estudo que utilizou modelo de 

fratura, verificou que o comportamento de dor espontânea evocada pela 

injeção de capsaicina foi maior nas fêmeas do que nos machos com 

indução de fratura (SAHBAIE et al., 2018). Contudo, nossos dados não 

demonstraram diferenças significativas no comportamento nociceptivo 

entre machos e fêmeas após injeção de capsaicina. Apesar de termos 

visualizado uma hipoalgesia térmica ao calor significativa somente nos 

machos, as fêmeas apresentaram comportamento similar demonstrando 

uma tendência a hipoalgesia, similar ao que ocorre nos machos. 

Historicamente as toxinas bloqueadoras de CCDV são capazes de 

desenvolver efeitos adversos. Com isso, buscamos avaliar a presença de 

efeitos sensoriais e motores indesejáveis desencadeados pelo bloqueio 

dos canais tipo-N e tipo R em diferentes doses das toxinas ω-conotoxina 

MVIIA e SNX-482, respectivamente. As doses mais elevadas de ω-
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conotoxina MVIIA foram capazes de gerar o surgimento de alguns efeitos 

adversos indesejáveis, principalmente relacionados a parte motora, 

enquanto as menores doses utilizados não causaram efeitos indesejáveis. 

Este resultado corrobora os dados da literatura, os quais utilizaram outros 

bloqueadores de CCDV tipo N e estes também alteraram a função motora 

(MALMBERG; YAKSH, 1994). Outro estudo que avalia animais 

controle, demonstrou que a injeção de ω-conotoxina MVIIA em doses 

altas causa efeitos adversos motores, enquanto as menores doses não 

desencadearam estes efeitos (DA SILVA et al., 2015). Desta forma, esta 

toxina parece possuir uma janela terapêutica estreita e demonstra uma 

relação direta com os efeitos adversos vistos clinicamente pela 

administração da ziconotida.  

Quando avaliamos os mesmos parâmetros para o bloqueador de 

canal tipo R (SNX-482) não foi possível observar surgimento de efeitos 

indesejáveis significativos, demonstrando uma melhor janela terapêutica 

quando comparada a ω-conotoxina MVIIA e indicando que o CCDV tipo 

R apesar de envolvido na transmissão de neurotransmissores, estes não 

devem estar envolvidos essencialmente na transmissão motora 

(DALMOLIN et al., 2011; SAEGUSA et al., 2000). Este bloqueio do 

CCDV tipo R pelo SNX-482, nas doses testadas, não desencadeou efeitos 

indesejáveis em machos e nem em fêmeas. Porém, estudo desenvolvido 

em ratos demonstrou que a injeção intratecal de doses cerca de 6 vezes 

maiores de SNX-482 causou efeitos adversos (TERASHIMA, 2013), que 

poderiam ser explicados pela perda de seletividade de altas doses desta 

toxina. 

Além disso, a administração destes bloqueadores de CCDV não 

alterou os parâmetros nociceptivos avaliados em animais controle sem a 

injeção de capsaicina, mostrando que o simples bloqueio destes CCDV 

do tipo N e tipo R em condições fisiológicas na medula espinhal não altera 

a transmissão de estímulos nociceptivos sem presença de lesão. Relatos 

utilizando animais demonstram que a utilização de doses menores da ω-

conotoxina MVIIA não alteram os parâmetros nociceptivos (HAMAD et 

al., 2018). Além disso, nossos dados corroboram com os dados da 

literatura, onde estudos com eletrofisiologia demonstram que doses 

baixas do SNX-482, até 300 pmol/sítio, não desencadeiam alteração nos 

parâmetros nociceptivos, enquanto doses mais elevadas, próximas a 800 

pmol/sítio, geram alterações nestes parâmetros (MATTHEWS et al., 

2007). Ainda, um outro trabalho que utiliza uma baixa dose de SNX-482 

injetada via intracerebroventricular, também não demonstrou alterações 

nos parâmetros nociceptivos em animais controle (YOKOYAMA et al., 

2004). 
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Após a caracterização do modelo de hiperalgesia secundária e da 

verificação do surgimento de efeitos indesejáveis pelo bloqueio dos 

CCDV tipo N e tipo R em animais controle sem a injeção de capsaicina, 

fomos testar o tratamento com estes bloqueadores no modelo de 

hiperalgesia secundária induzida pela capsaicina. A utilização da ω-

conotoxina MVIIA como controle experimental foi eficiente no modelo 

de hiperalgesia secundária induzida por capsaicina. Uma vez que este 

bloqueador de CCDV tipo N, na sua maior dose foi capaz de reverter a 

hiperalgesia secundária induzida pela capsaicina de forma eficiente, onde 

o efeito foi visualizado desde os primeiros minutos até duas horas após o 

tratamento. Estes dados evidenciam que o bloqueio do canal tipo N causa 

um efeito antinociceptivo imediato e potencialmente duradouro na 

sensibilização central, revelando a participação essencial destes canais 

nas vias nociceptivas centrais. A menor dose utilizada de ω-conotoxina 

MVIIA não teve efeito antinociceptivo, mas também não causou efeitos 

indesejáveis. Dados demonstram que a ω-conotoxina MVIIA é capaz de 

reduzir a hiperalgesia mecânica no modelo de neuropatia a 

quimioterápicos (RIGO et al., 2013), esse efeito se deve a alta expressão 

dos CCDV tipo N nos terminais nociceptivos, onde medeiam a liberação 

das vesículas sinápticas (MANUSCRIPT; STRUCTURES, 2009). Em 

estados de dores neuropáticas há alterações nos estados conformacionais 

dos CCDV, já foi demonstrado que dependendo do estado 

conformacional do canal a afinidade dos bloqueadores de CCDV também 

podem ser alteradas, com isso, toxinas possuem uma maior afinidade 

pelos canais quando os mesmos encontram-se no estado de inativação 

(FENG et al., 2003; WINQUIST; PAN; GRIBKOFF, 2005). A 

sensibilização central induzida pela injeção de capsaicina parece induzir 

o estado conformacional do CCDV tipo N que favorece a ligação da ω-

conotoxina MVIIA. Apesar do pronunciado efeito antinociceptivo, a dose 

mais elevada de ω-conotoxina MVIIA desencadeou efeitos adversos 

motores pronunciados e de forma significativa, ressaltando a estreita 

janela terapêutica desta toxina e revelando as suas limitações. 

Em nosso estudo o bloqueador de canal tipo R na dose mais alta 

testada, foi capaz de reverter (pós-tratamento) parcialmente a hiperalgesia 

induzida pela injeção de capsaicina imediatamente após a realização do 

tratamento, contudo o efeito antinociceptivo não foi significativamente 

sustentado nos tempos posteriores. Os dados indicam que o bloqueio dos 

CCDV tipo R tem participação no efeito antinociceptivo na sensibilização 

central inicial e age de forma parcial. Estudos destacam o potencial efeito 

antinociceptivo exercido pelo bloqueio do CCDV tipo R, incluindo um 

estudo que utilizou a toxina SNX-482 em um modelo de dor neuropática 
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traumática (MATTHEWS et al., 2007).  Outro trabalho que utilizou o 

tratamento com SNX-482 no modelo da formalina, demonstrou uma 

diminuição na segunda fase da formalina nos animais tratados com a 

toxina, onde a segunda fase do modelo da formalina é considerada um 

modelo com sensibilização central (MURAKAMI et al., 2004). Um 

estudo que utilizou camundongos knockout para o CaV2.3 relatou que 

estes não desenvolvem tolerância a morfina (YOKOYAMA et al., 2004). 

Em outro estudo que utiliza animais com deleção gênica para o CaV2.3 há 

relatos de efeitos nociceptivos e antinociceptivos, demonstrando que o 

CaV2.3 pode agir de maneira distinta a nível espinhal e nas vias supra 

espinhais (SAEGUSA et al., 2000). Assim, o CaV2.3 pode agir de 

diferentes maneiras em todo o sistema nociceptivo, o que pode explicar o 

papel ambíguo causado pelo bloqueio do CaV2.3. 

A maior dose utilizada no tratamento com ω-conotoxina MVIIA 

teve um efeito antinociceptivo bastante semelhante em camundongos 

machos e fêmeas submetidos ao modelo de hiperalgesia secundária 

induzida por capsaicina. Um estudo que avaliou a resposta do tratamento 

com gabapentina em pacientes com dor neuropática não visualizou 

alterações na resposta ao tratamento relacionadas ao gênero 

(NAVARRO-ARTIEDA et al., 2018). Em outro estudo que utilizou 

analgesia por morfina não foram encontradas diferenças significativas na 

eficácia entre homens e mulheres (BIJUR et al., 2008). Curiosamente, 

nosso estudo demonstrou que a maior dose de SNX-482 utilizada teve um 

breve efeito antinociceptivo somente nas fêmeas. Nos machos o SNX-

482 não gerou uma reversão significativa na hiperalgesia. O único 

parâmetro em que observamos uma divergência entre os sexos foi 15 

minutos após no tratamento com SNX-482 após a indução do modelo de 

hiperalgesia secundária induzida pela capsaicina. As fêmeas parecem ser 

mais sensíveis ao tratamento com o bloqueador do CCDV tipo R. Este 

dado juntamente com o fato de a prevalência de dores neuropáticas ser 

maior em mulheres, nos levou a optar em prosseguir os experimentos 

apenas com as fêmeas (ATTAL; BOUHASSIRA; BARON, 2018). Estes 

achados podem ser decorrentes de alterações na modulação imune e ainda 

na modulação nociceptiva (ROSEN; HAM; MOGIL, 2017; SORGE et 

al., 2015). O fato de o nosso tratamento com o SNX-482 ter gerado um 

breve efeito nociceptivo pode ser explicado devido ao fato de existirem 

correntes do tipo-R não responsivas ao bloqueio com o SNX-482 

(NEWCOMB et al., 2000). 

Nosso pré-tratamento com o bloqueador de CCDV tipo N, antes da 

injeção de capsaicina, preveniu o desenvolvimento de hiperalgesia 

secundária apenas no tempo de uma hora após a injeção de capsaicina. Há 
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indicativos na literatura de que a transmissão nociceptiva em condições 

fisiológicas é realizada principalmente pelos CCDV tipo-N 

(MALMBERG; YAKSH, 1994). Um fator que pode estar relacionado 

com a atividade apenas no tempo de uma hora pode ser a expressão da 

subunidade α2δ dos CCDV. Uma vez que a expressão da subunidade α2δ 

influência diretamente na expressão da subunidade α1 dos canais tipo-N, 

o que causa a redução na afinidade das conotoxinas pelo canal tipo N 

(MOULD et al., 2004). Outro fator que deve ser levantado são os splicing 

alternativos relacionados ao gene que codifica a subunidade α1 do CCDV 

tipo-N. O splicing no exon37 do CaV2.2 é amplamente descrito, os canais 

passam a expressar a variante 37a, que gera o aumento da distribuição 

deste canal nos neurônios nociceptivos e alteram o tempo de abertura 

destes canais (CASTIGLIONI; RAINGO; LIPSCOMBE, 2006; JIANG; 

ANDRADE; LIPSCOMBE, 2013). Os splicing alternativos geram uma 

série de alterações nas propriedades dos canais CaV2.2, acreditamos 

assim, que estas alterações possam alterar as propriedades de ativação e 

bloqueio destes canais. 

O pré-tratamento com o bloqueador de CCDV tipo R, antes da 

injeção de capsaicina, não foi capaz de prevenir o desenvolvimento de 

hiperalgesia. Parece que os CCDV do tipo R aparentemente não são 

fundamentais para a transmissão nociceptiva em condições fisiológicas, 

no entanto, parecem estar intimamente relacionados com a transmissão 

dolorosa relacionadas a sensibilização central, como na segunda fase no 

teste da formalina (SAEGUSA et al., 2000). Um trabalho avaliou o pós-

tratamento com SNX-482, após a indução do modelo de neuropatia por 

ligação do nervo espinhal, destacou que os animais com neuropatia foram 

mais susceptíveis a inibição gerada pelo SNX-482 do que os animais 

controle. Isso indica que uma resposta adaptativa dos canais sensíveis ao 

SNX-482 em condições de dor neuropática aumenta a sensibilidade ao 

bloqueador SNX-482, esse dado sugere que a neuropatia pode gerar uma 

supra regulação no CaV2.3 (MATTHEWS et al., 2007).  

Há relatos na literatura demonstrando que a fosforilação do canal 

CaV2.3 é necessária para a funcionalidade do presente canal, contudo, até 

o presente momento não há relatos sobre a atividade do canal fosforilado, 

essa fosforilação pode alterar a afinidade do canal pelos seus 

bloqueadores como o SNX-482 (NEUMAIER et al., 2018). As correntes 

do tipo R são heterogêneas, inclusive devido as variantes de splicing que 

geram diferentes sensibilidades ao SNX-482 (NEWCOMB et al., 2000). 

Estudos com cultura primária de células granulares do cerebelo de ratos 

expressaram diferentes tamanhos na carboxila terminal da subunidade 

α1E, formadora do poro do CaV2.3, revelando corresponderem a 
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isoformas diferentes do CaV2.3 (SCHRAMM et al., 1999). Essas 

alterações nas isoformas alteram as propriedades farmacológicas destes 

canais, deixando-os com propriedades porosas diferentes e alterando sua 

afinidade pelo SNX-482 (TOTTENE; VOLSEN; PIETROBON, 2000). 

Além disso, as variantes de splicing do CaV2.3 geram isoformas com 

variações estruturais que acabam por alterar a expressão tecidual dos 

CaV2.3 (PEREVERZEV et al., 2002). Em mamíferos já foram 

identificadas seis variantes de splicing do CaV2.3, as quais duas foram 

detectadas em neurônios trigeminais e do GRD (FANG et al., 2007, 

2010). Com isso, fatores como padrões de expressão, variações das 

subunidades formadoras do canal e de splicing são elementos que estão 

alterados durante condições de dor neuropática e que podem alterar a 

afinidade do SNX-482 pelo CCDC tipo R.  

No experimento utilizando ASO contra o CaV2.3 foi possível 

visualizar que o tratamento por si só com esse ASO não alterou os 

parâmetros nociceptivos avaliados de hiperalgesia mecânica e térmica ao 

calor, não havendo alterações nos níveis antes e após o tratamento com o 

ASO. Além disso, também não houve o surgimento de efeitos motores 

indesejáveis. Esses dados demonstram que o simples tratamento com o 

ASO contra o CaV2.3 a nível medular não são capazes de causar o 

surgimento de nocicepção e não causam efeitos adversos, demonstrando 

que este tratamento possui uma boa tolerabilidade e um bom grau de 

segurança. Este dado é condizente com relatos descritos na literatura, que 

demonstram que o simples tratamento com a terapia antissense não 

alteram a resposta a dor quando comparados ao grupo controle (MOHAN 

et al., 2017). 

O tratamento com ASO contra o CaV2.3 foi capaz de reverter a 

hiperalgesia secundária induzida pela capsaicina, essa reversão foi 

visualizada nos primeiros 30 minutos após indução do modelo e perdurou 

por até oito horas. O mesmo tratamento não alterou a nocicepção 

espontânea, mostrando que essa estratégia possui um efeito analgésico 

duradouro e eficiente principalmente em mecanismos que envolvem 

sensibilização central. A sequência do ASO contra o CaV2.3 utilizado 

neste estudo foi baseada em um estudo de 1998, o qual, utilizou o 

antissenso contra o CaV2.3 em uma cultura de neurônios de ratos 

(PIEDRAS-RENTERIA; TSIEN, 1998). Nos últimos anos vem 

crescendo o interesse pela utilização de ASOs na clínica, pois estes têm 

se mostrado candidatos ideias para o tratamento de doenças 

neurodegenerativas.  

A estratégia com terapia antissenso tem demonstrado ser 

promissora para o tratamento de dores neuropáticas. Apesar disso, alguns 
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pontos sobre os ASOs devem ser considerados. Há uma certa 

preocupação em relação a sua possível toxicidade e efeitos adversos que 

possam surgir em decorrência da diminuição da expressão de proteínas 

na fase adulta. Outro ponto são as vias de administração e tempo de meia 

vida, os ASOs não atravessam a barreira hematoencefálica, com isso sua 

administração deve ser realizada direto no local, no caso do SNC deve ser 

realizada administração via intratecal, tornando o procedimento 

desconfortável para os pacientes (BISHOP, 2017). Em decorrência destes 

fatos, diversas alterações estruturais vêm sendo propostas durante os anos 

nos ASOs, visando a melhoria das propriedades relacionadas a cinética e 

dinâmica, tornando-os mais estáveis, mais toleráveis e aumentando a 

entrega e a sua afinidade pelo sítio de ação (SCHOCH; MILLER, 2017). 

O nosso protocolo utilizou um tratamento com ASO contra o CaV2.3 

medular que constava com um tratamento intratecal de 12 em 12 horas 

por um período de três dias, no entanto, este protocolo de tratamento pode 

ser considerado incômodo. Na literatura há relatos da utilização de ASOs 

que contêm modificações estruturais de última geração onde uma única 

administração foi suficiente para sustentar a diminuição na expressão do 

gene alvo durante semanas (MOHAN et al., 2017). Além disso, 

estratégias que visam direcionar o ASO para o local específico de ação 

vêm sendo mais abordadas. Um ASO foi direcionado para agir em 

hepatócitos a partir do reconhecimento de um açúcar altamente expresso 

no fígado (LEVIN; PH, 2017). Terapias que visam uma entrega dos ASOs 

maior no SNC estão sendo estudadas (BISHOP, 2017). Apesar do nosso 

tratamento com ASO contra o CaV2.3 ter revertido a hiperalgesia, é 

necessário que se projete um ASO contra o CaV2.3 mais resistente e com 

maior especificidade pelo alvo, para que o protocolo de tratamento seja 

menos invasivo e a eficácia seja aumentada.  

Os nossos dados demonstraram uma diminuição significativa nos 

níveis de RNAm para o CaV2.3 após o tratamento com o ASO, tanto a 

nível medular, quanto no GRD, demonstrando que o ASO foi eficiente. 

Um trabalho que buscou avaliar a participação do CaV2.3 em células 

cardíacas, revelou que a ablação do CaV2.3 gerou um aumento na 

expressão do CaV3.1, revelando o mecanismo de compensação que pode 

ser desencadeado pela deleção gênica de genes relacionados aos CCDV 

(WEIERGRÄBER et al., 2005). Assim, não podemos descartar que a 

sequência antissenso utilizada no presente estudo tenha agido de maneira 

inespecífica e esses mecanismos estejam envolvidos com os nossos 

resultados. 

Os dados aqui relatados demonstram que o modelo de hiperalgesia 

secundária é um bom modelo preditivo para o teste de possíveis 
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moléculas analgésicas, contudo, há a necessidade de posteriormente 

realizar testes em um modelo mais robusto relacionado à sensibilização 

central. A realização da bateria de testes relacionados a efeitos 

indesejáveis realizada no presente estudo demonstrou ser um bom 

parâmetro para a triagem de moléculas que possam desencadear possíveis 

efeitos adversos, além disso, essa triagem auxilia na busca de doses 

efetivas mais adequadas. A ω-conotoxina MVIIA demonstrou ser um 

ótimo controle positivo, condizente com os dados clínicos e ressaltando a 

importância dos CCDV tipo N para a nocicepção. O SNX-482 reverteu 

parcialmente a nocicepção no modelo utilizado, mas o tratamento com 

ASO contra o canal CaV2.3 reverteu a hiperalgesia gerada no modelo. 

Diante do exposto o CCDV tipo R parece contribuir para o 

estabelecimento do processo nociceptivo e o seu bloqueio é capaz de 

reverter a nocicepção. No entanto, este canal parece atuar somente nas 

fases inicias da nocicepção, outros CCDV devem gerar uma compensação 

e causar um equilíbrio na função perdida pelo bloqueio do CCDV. Além 

disso, ressaltamos aqui a relevância da utilização de ambos os sexos nos 

procedimentos experimentais para que tenhamos dados mais robustos e 

com maior representatividade. 

Há a necessidade de realizar estudos com um modelo de dor 

neuropática e verificar se o bloqueio do CaV2.3 possui efeito analgésico 

neste modelo. Além disso, é preciso desenhar um ASO mais específico 

para o CaV2.3 e mais resistente a degradação, para que a diminuição da 

expressão do CaV2.3 seja mais efetiva e tenhamos uma ferramenta mais 

adequada para o estudo do CaV2.3 em mecanismos nociceptivos.  
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7. CONCLUSÃO 

 

O bloqueio ou redução da expressão do canal de cálcio voltagem 

dependente CaV2.3 reduz a hiperalgesia secundária induzida por 

capsaicina em camundongos, participando do processo de sensibilização 

central e indicando ser um alvo em potencial para o desenvolvimento de 

novos fármacos no tratamento da dor neuropática. 
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