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RESUMO
O numero de procedimentos cirurgicos vem aumentando nos ultimos anos.
Aproximadamente 80% dos pacientes experienciam dor aguda apds procedimento
cirurgico e destes cerca de 70% relatam dor de moderada a intensa mesmo apés
passarem pelos protocolos de tratamento para dor pds-operatoria. O tratamento
padrao ouro para dor pds-operatéria € a terapia opioide. No entanto, os opioides
possuem limitagdo em sua segurangca devido ao desenvolvimento de efeitos
adversos. Os canais de calcio dependentes de voltagem (CCDV) tém um importante
papel no desenvolvimento e manutengdo da dor. No entanto, o envolvimento do
CCDV Cav2.3 na dor e analgesia ainda nao é claro. Alguns estudos indicaram uma
associacao entre polimorfismos no gene que codifica o Cav2.3 (CACNA1E) com a dor
pos-operatoria e com o consumo de opioides. Assim, o objetivo do presente trabalho
foi investigar o potencial efeito antinociceptivo do Cav2.3 como alvo terapéutico para
o tratamento da dor pds-operatéria e como adjuvante para reduzir os efeitos adversos
gerados pelos opioides em um modelo do dor pos-operatoria em camundongos. A
incisdo plantar em camundongos fémeas e machos causou nocicepg¢ao aguda, com
pico em trés horas apos a cirurgia. Além disso, houve o aumento na expressao
proteica e nos niveis de RNAm para o Cav2.3 na medula espinhal de camundongas
fémeas operadas, mas nao nos machos operados. O tratamento intratecal com siRNA
contra o Cav2.3 preveniu o desenvolvimento da nocicepc¢éo induzida pela cirurgia,
com um efeito duradouro nas fémeas. Detectamos também uma correlacdo nas
fémeas tratadas com siRNA entre a nocicepcéo pds-operatoria e os niveis de RNAmM
para o Cav2.3. Doses altas isoladas de SNX-482, uma toxina que bloqueia
seletivamente o Cav2.3, e de morfina reverteram a nocicepg¢ao pos-operatoria, mas
também induziam efeitos adversos. Enquanto a combinacao de baixas doses de SNX-
482 e morfina reverteram a nocicepg¢ao pos-operatoria com efeito prolongado em
fémeas e em machos sem induzir efeitos adversos. Nossos resultados demonstram
que o Cav2.3 tem um papel pro-nociceptivo na indugcao da dor pos-operatoria
indicando seu potencial como alvo terapéutico para o tratamento da dor pos-

operatdria.

Palavras-chave: CCDV tipo R, Cav2.3, CACNA1E, dor pds-operatéria.



ABSTRACT
The number of surgical procedures has increased in recent years. More than 80% of
the patients experience acute pain after a surgical procedure and approximately 70%
of these patients report moderate to severe pain even after the application of the pain
treatment for surgical procedure protocols. The gold standard treatment for pain in
surgical procedures is opioids. Although, the development of adverse effects is one of
the limitations of opioid therapy. Voltage-gated calcium channels (VGCC) have an
important role in pain development and maintenance. Although, the participation of
VGCC Cav2.3 (R-type) in pain and analgesia remains incompletely understood. Some
studies reported the association of single-nucleotide polymorphisms in the Cav2.3
gene (CACNA1E) with postoperative pain and opioid consumption. Our study aimed
to identify Cav2.3 as a potential target to treat postoperative pain and to reduce opioid-
related side effects in a mice model. Paw incision in female or male mice caused acute
nociception, which peaked 1 to 5 hours after surgery, as well as increased Cav2.3
MRNA expression at the spinal cord, but not at the incised tissue. The intrathecal
treatment with a siRNA against Cav2.3, but not a scrambled siRNA, prevented the
development of surgery-induced nociception with a long-lasting effect in female mice.
Moreover, we detected a positive correlation between postoperative hyperalgesia and
spinal Cav2.3 expression. High doses of either intrathecal SNX-482 (a toxin that
selectively blockade Cav2.3) or morphine injected alone reversed postoperative
nociception but also induced adverse effects. The association of low doses of
morphine plus SNX-482 long-lastingly reversed nociception induced by incision in
female or male mice. Our results demonstrated that Cav2.3 has a pronociceptive role
in the induction of postoperative pain indicating that it is a potential target for the
development of newer, safer, and more effective drugs for the treatment of

postoperative pain.

Key words: VGCC r-type, Cav2.3, Cacnae, post-operative pain.
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1. INTRODUGAO

1.1. Dor

Os processos dolorosos afetam milhdes de pessoas e sao a principal causa
de procura aos servigos de saude por todo o mundo. Um estudo relatou que em 2013
condigdes dolorosas foram a terceira principal causa de gastos em saude e em 2016
americanos gastaram cerca de 380 bilhdes de ddlares em seu tratamento
(DIELEMAN et al., 2016). Nos EUA entre 2007 a 2017 dos dez problemas de saude
que mais causam incapacidade e prejudicam a vida dos pacientes, dois estao
relacionadas diretamente com dor (Global Burden of Disease, 2017). A Associagao
Internacional para Estudos da Dor (do inglés International Association for Study of
Pain - IASP) define dor como “uma experiéncia emocional e sensorial desagradavel
associada, ou semelhante, a um dano tecidual real ou potencial” (RAJA et al., 2020).
A dor engloba o processo de codificagdo do estimulo nocivo (nocicepgdo), mas
também engloba as experiéncias pessoais que sao influenciadas pela variagcao
bioldgica, psicolégica e por fatores sociais (LOESER; TREEDE, 2008). Apesar de
desempenhar papel protetor/fisiolégico contra estimulos com potencial de produzir
lesao tecidual (p.ex. um objeto aquecido), em muitas condigdes clinicas a dor exerce
um papel patolégico debilitante, como ocorre apds lesdes de nervos (dor neuropatica)
ou apo6s cirurgias (dor pés-operatoria) (ARMITAGE; BERRY, 1987).

A dor apresenta variagdes em sua intensidade podendo ser de intensidade
leve, moderada ou intensa, pode variar quanto a sua causa podendo ser decorrente
de doengas metabdlicas como diabetes mellitus, neoplasias, decorrente de lesao
nervosa traumatica. De acordo com a duragao, a dor pode ser aguda que seria a dor
que ocorre imediatamente apds lesdo ou doenca e ainda podendo ser crbnica que
ocorre quando a dor persiste por mais de trés meses. Quanto a localizagao a dor pode
ser somatica, que é uma dor superficial que atinge tecidos como pele, musculo e
articulagdes ou ainda a dor visceral que € uma dor profunda e difusa que atinge as
visceras. Em relagdo ao sexo também ha variedade na dor, pois diferentes tipos de
dor podem levar a uma maior prevaléncia um determinado sexo, como por exemplo
a dor pos-operatoria € mais frequente em mulheres (BOEZAART et al., 2021;
LATREMOLIERE; WOOLF, 2010).

A IASP classifica dor em nociceptiva, que é a dor que ocorre de um dano

tecidual ndo neuronal real ou iminente e que ativa os nociceptores. Esse termo é
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usado para descrever a dor que ocorre em um sistema nervoso somatossensorial que
funciona normalmente. Nesse conceito esta contida as dores inflamatérias que tem
funcdo de proteger o organismo, mas pode perder essa fungdo quando nao ha
resolucao dessa inflamacao. Nesse caso a sensibilidade sensorial € aumentada apés
danos aos tecidos de maneiro a auxiliar a recuperacéo do local lesionado. A artrite
reumatoide € um exemplo de dor inflamatoria e a dor poOs-operatéria possui
componentes de dor inflamatéria (WOOLF, 2010).

A dor nociplastica € uma dor que ocorre em decorréncia de uma alteragao na
nocicepg¢ao apesar de nenhuma evidéncia clara de dano tecidual, doencga ou lesao
que afete o sistema somatossensorial, como por exemplo € o caso da enxaqueca e
da fibromialgia. Os mecanismos envolvidos nesse tipo de dor ainda nado foram
completamente elucidados (FITZCHARLES et al., 2021).

Além dessas, ainda temos a dor neuropatica que € uma dor que ocorre devido
a uma lesao ou doenga afetando o sistema somatossensorial. A dor neuropatica tem
etiologias diversas, podendo ser causada por lesdo nervosa relacionada a trauma ou
tumor, por desordens metabdlicas como € o caso da neuropatia diabética, por
infecgdes virais como a neuropatia relacionada ao virus da imunodeficiéncia adquirida
(do inglés Human Immunodeficiency Virus — HIV) e ao herpes virus, entre outras
causas. Essa dor € uma consequéncia grave e complexa de dano nervoso
acompanhada de alteragdes no sistema nervoso central e periférico (ATTAL;
BOUHASSIRA; BARON, 2018).

Além do mais, existem alguns tipos de dor que podem ser descritos como
mistos, pois 0s pacientes apresentam caracteristicas de mais de um tipo de dor. Um
exemplo é a dor pds-cirurgica, que exibe respostas inflamatérias decorrentes da
incisdo e apresenta lesées nervosas decorrentes dos mecanismos de sensibilizagao
periférica e central. Assim, a dor pds-operatéria persistente é considerada uma dor
mista, por exibir caracteristicas de mais de um tipo de dor (RICHEBE; CAPDEVILA;
RIVAT, 2018).

Estimulos como compresséao, frio, calor e algumas substancias quimicas sao
interpretados como estimulos nociceptivos. Esses estimulos nociceptivos séo
detectados na periferia pelos nociceptores, que transmitem este estimulo até a
medula espinhal. Existem duas principais classes de nociceptores, uma composta por
neurdnios ndo mielinizados, as fibras C, e outra formada por neurénios finamente

mielinizados, as fibras Ad. As fibras Ad diferem das fibras mielinizadas de grande
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diametro, as fibras A3, que respondem a estimulos mecanicos inécuos, como um leve
toque. Os corpos celulares dos nociceptores ficam em sua maioria no ganglio da raiz
dorsal (GRD) para os neurénios que inervam e corpo, no ganglio trigeminal (GT) para
0s neurdnios que inervam a cabega e nos ganglios nodoso e vagal para os neurdnios
que inervam os tecidos viscerais. As fibras C sao nociceptores polimodais, que
respondem a varias formas de estimulos nocivos (térmicos, mecanicos e quimicos).
Essas fibras sédo classificadas em dois grupos de acordo com seu conteudo de
peptideos. As fibras C que expressam o receptor purinérgico P2Xs e sitios de ligagao
para a isolectina B4 (1B4), s&o classificadas como fibras C n&o-peptidérgicas. O outro
grupo de fibras C sintetiza peptideos como substancia P (SP) e o peptideo
relacionado ao gene da calcitonina (do inglés Calcitonin Gene-Related Peptide —
CGRP) e expressa receptores TrkA para o fator de crescimento do nervo (do inglés
Nerve Growth Factor — NGF) (BASBAUM et al., 2009; WOOLF, 2010).

Os estimulos nocivos sdo detectados pelos nociceptores e geram um
potencial de agao que € conduzido até o corno dorsal da medula espinhal. Na medula
espinhal ocorrera uma sinapse entre essa fibra nervosa e neurdnios de segunda
ordem ocorrendo a liberacdo de neurotransmissores excitatérios, tais como
substancia P e glutamato, que irdo estimular os neurénios de segunda ordem. Uma
vez estimulados, os neurdnios de segunda ordem irdo ativar vias paralelas que irdo
distribuir informacdes para circuitos supraespinhais responsaveis pela producao das
dimensdes sensoriais e afetivo-motivacionais da dor. Os axdnios ascendem através
da via espinotalamica, responsavel pela atividade discriminatéria do estimulo,
terminam no talamo e posteriormente sao projetados para o cértex. A segunda via
percorrida pelos axdnios provenientes do corno dorsal da medula espinhal é a via
espinoparabraquial amidaldide que termina no nucleo parabraquial e tem projegcdes
para hipotdlamo e amigdala e substancia cinzenta periaquedutal (do inglés
Periaqueductal Gray — PAG), que é relevante para a modulagédo das dimensodes
afetivas da experiéncia dolorosa. Algumas areas encefalicas regulam a via
descendente da dor, onde ocorre a ativagao do sistema opioide, que sdo sensiveis
ao opioides enddgenos e inclusive opioides exdgenos, ocorrendo a supressao da dor
na medula espinhal, resultando em analgesia (BASBAUM et al., 2009) (Figura 1). Nas
dores patoldgicas ocorrem alteragdes na transmissao nas vias de dor, culminando
nos mecanismos de sensibilizacdo periférica e central. A sensibilizacdo periférica

ocorre no local da lesdo tecidual, causando alteragdo nos limiares de dor,
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aumentando a resposta a estimulos considerados nocivos e aumentando a resposta
dolorosa (WOOLF, 2012; VAN DEN BROEKE et al., 2015). A sensibilizagdo central é
uma forma de neuroplasticidade que causa responsividade aumentada dos neurdnios
nociceptivos no SNC, especialmente da medula espinhal (LOESER; TREEDE, 2008).
Ha a facilitacdo da passagem dos estimulos nociceptivos para o SNC, onde ocorre a
estimulacdo excessiva das fibras C e Ad, causando plasticidade nos neurdnios
espinhais e supra espinhais. Em consequéncia disso, a transmissao dos estimulos
mecanicos pelas fibras AR passam a ser interpretadas como estimulo doloroso. Além
sido, esses neurbnios passam a exibir mudancas na transcricdo, propriedades de
membrana, crescimento e neurotransmissdo (GILRON; JENSEN; DICKENSON,
2013). Com esses mecanismos, os pacientes acometidos por estas dores patoldgicas
desenvolvem dor a estimulos antes inécuos (alodinia), percepg¢ao exacerbada a dor
a estimulos dolorosos (hiperalgesia) e dor espontanea, descrita como dor em
queimacéao ou choque (CRUCCU et al., 2010).

Figura 1 — Principais vias envolvidas na transmissao da dor. A direita as setas indicam

a via ascendente e a esquerda as setas demonstram a via descendente.
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1.2. Canais de calcio voltagem dependentes

Os canais de calcio dependentes de voltagem (CCDV) sdo importantes
mediadores do influxo de calcio em células excitaveis, como os neurbnios. Esses
canais sao expressos em sua maioria nha membrana plasmatica das células e sao
necessarios para varias fungdes celulares como regulagdo da liberagdo de
neurotransmissores, secre¢do de horménios, transcricdo génica, entre outros
(SIMMS; ZAMPONI, 2014). OS CCDV sao ativados pela despolarizagdao da
membrana e sao classificados de acordo com suas propriedades eletrofisiolégicas e
farmacologicas em ativados por baixa voltagem (do inglés Low Voltage Activated —
LVA) que abrem em potenciais de membrana de menor intensidade e os canais
ativados por alta voltagem (do inglés High Voltage Activated — HVA) que necessitam
de uma ampla despolarizagdo para abrirem. Dentro os canais ativados por alta
voltagem temos os canais do tipo L (que produzem correntes de longa duragao), os
canais do tipo P/Q (que foram isolados primeiramente em células de Purkinje), os
canais do tipo N (encontrados principalmente em tecidos neuronais) e os canais do
tipo R (que produzem correntes farmacologicamente resistentes). Os canais ativados
por baixa voltagem sao representados pelos canais do tipo T (produzem correntes do
tipo transitorias) (CATTERALL, 2011; ZAMPONI et al., 2015). Canais ativados por alta
voltagem sao formados pela subunidade principal a1, que é a subunidade formadora
do poro e pelas subunidades auxiliares (020, 8 € y), enquanto os canais ativados por
baixa voltagem podem ser formados somente pela subunidade principal a1, sem
necessidade das subunidades auxiliares para serem funcionais (ZAMPONI et al.,
2015). O genoma de mamiferos codifica 10 diferentes subunidades a1, estas séo
nomeadas e subdivididas em familias baseado em sua homologia: familia 1 (Cav1.1-
1.4) produzem as correntes do tipo L, membros da familia 2 produzem as correntes
do tipo P/Q (Cav2.1), tipo N (Cav2.2) e tipo R (Cav2.3), enquanto a familia 3 (Cav3.1-
3.3) produzem as correntes do tipo T (DOLPHIN, 2016) (Figura 2).

A familia de canais Cav2 sado encontrados principalmente em tecidos
neuronais, especialmente nas vias de transmissao da dor, como por exemplo nos
neurdnios sensoriais de pequeno didmetro e no corno dorsal da medula espinhal,
sugerindo uma participacao importante desta familia de canais na transmissao da dor
(ZAMPONI et al., 2015).
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Figura 2 — Classificagédo e representagédo da estrutura dos CCDV. A — Classificagéo
dos CCDV de acordo com a subunidade a1 formadora, gene codificante e corrente
produzida. B — Representag¢ao das subunidades formadoras dos CCDV (a1, a2, B e
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A participagdo da familia de Cav2 na transmissdo da dor € evidenciada
através da utilizacado clinica de alguns compostos com atividade analgésica. Os
gabapentindides (gabapentina e pregabalina), sdo analgésicos que possuem como
alvo as subunidades auxiliares 020 dos CCDV, levando a diminuicdo da amplitude
das correntes de calcio, gerando uma alteragédo no trafico desses canais e séo
utilizados clinicamente para o tratamento da dores neuropaticas (DOLPHIN, 2016).
Foram identificados 4 subtipos de subunidade a26 (a26-1 a a26-4) e os
gabapentinoides agem nos subtipos a26-1 e a26-2 que sdo altamente associados
com os canais HVA (ZAMPONI et al., 2015).Toxinas peptidicas que bloqueiam o
Cav2.1 (como a w-conotoxina MVIIC e a w-Agatoxina IVA) demonstraram efeitos
antinociceptivos em modelos animais de dor. No entanto, o bloqueio do Cav2.1 por
essas toxinas leva ao surgimento de efeitos adversos graves como paralisia e flacidez
muscular, o que impossibilita o uso dessas toxinas na clinica (DALMOLIN et al., 2011;
MALMBERG; YAKSH, 1994). A ziconotida (Prialit®) é a versao sintética da w-
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conotoxina MVIIA que produz um uma inibigdo potente e seletiva do Cav2.2 (E.
BROOKES; ELDABE; BATTERHAM, 2016). A administracao intratecal de ziconotida
produz efeitos antinociceptivos em uma ampla gama de modelos animais e foi
aprovado pelo FDA (do inglés Food Drug Administration) para o tratamento da dor
cronica grave (MOGIL; DAVIS; DERBYSHIRE, 2010; WALLACE et al., 2008). A
ziconotida foi a primeira droga bloqueadora de CCDV aprovada para o uso clinico no
tratamento de dores crbnicas e representa uma forma inovadora de intervir nos
mecanismos relacionados a dores crénicas. Entretanto, ela apresenta limitagbes visto
que possui uma janela terapéutica estreita, precisa ser administrada por via intratecal
por ser tratar de uma toxina peptidica e produz efeitos adversos como hipotensao
postural, sedacao e agitacao (STAATS et al., 2004). Esses exemplos com toxinas
destacam o uso clinico dos canais de calcio da familia Cav2 como alvos analgésicos.

Diferente do que ocorre com o Cav2.1 e Cav2.2, a participacado do Cav2.3 na
transmissdo da dor é menos evidenciada. No sistema nervoso central (SNC), o
Cav2.3 participa da plasticidade sinaptica e na liberacdo de neurotransmissores
(WORMUTH et al., 2016). De fato, a literatura que relaciona o Cav2.3 com dor e
analgesia ainda é muito escassa. Assim, realizamos uma revisdo de escopo para
identificar as evidéncias nesta area.

Recentemente, o numero de revisdes de escopo vem aumentando, apesar
de serem semelhantes as revisdes sistematicas, as revisbes de escopo sao
realizadas por motivos diferentes e possuem diferengas na abordagem metodoldgica.
Uma revisdo de escopo pode ser realizada para identificar os tipos de evidéncias
disponiveis em determinada area, esclarecer conceitos da literatura, examinar como
a pesquisa € conduzida em uma determinada area de conhecimento e pode ser
conduzida como precursora de uma revisdo sistematica (PHAM et al., 2014). Na
nossa revisao de escopo seguimos uma estratégia de busca, com critérios de inclusao
e exclusao (ver metodologia da revisdo de escopo em Apéndice |). Por termos
encontrado artigos com caracteristicas e objetivos muito distintos, classificamos os
artigos encontrados nessa revisdo em cinco categorias. A primeira categoria sdo os
estudos que verificaram a expressado do Cav2.3 em vias relacionadas a transmissao
da dor. Na segunda categoria agrupamos estudos que utilizaram cultura de células
de neurbnios que expressam o Cav2.3 que verificaram a inibicao das correntes tipo
R por moléculas que possuem algum efeito tipo-analgésico. A terceira categoria de

estudos temos os estudos que utilizaram bloqueadores do canal Cav2.3 e verificaram
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sua modulagéo na transmissao nociceptiva. Como quarta categoria temos os estudos
que utilizaram ferramentas que modulam o Cav2.3 e verificaram o surgimento de
efeito tipo analgésico em modelos animais de dor. Como quinta categoria temos os

estudos que verificaram a participagao do Cav2.3 em condi¢des dolorosas na clinica.

1.3. Expressao do Cav2.3 em vias de transmissao da dor

Evidéncias indicam expressdo do Cav2.3 em ganglios sensoriais, incluindo
GRD e nervo trigeminal, em nivel de RNAm e proteina. Um estudo utilizou uma
injecdo com um micro RNA que causou a redugao da expressao do Cav2.3 no GRD
e gerou um efeito pronociceptivo (GANDLA et al., 2017). Além disso, ha evidéncias
demonstrando a co-expressao nos ganglios sensoriais do Cav2.3 com alguns
marcadores e receptores relacionados a dor, como por exemplo com 0s receptores
GABAs, TRPV1, NTSR2 e com o canal Cav2.2. Encontramos evidéncias que
demonstram a co-marcacdo do Cav2.3 com marcadores para corpos celulares de
fibras C nao peptidérgicas (IB4+), fibras C peptidérgicas (IB4, substancia P e TrkA) e
para fibras AR (NF200) (CASTRO et al., 2017; FANG et al., 2007, 2010; MARTIN et
al., 2021; MURAKAMI et al., 2001; QIAN et al., 2013; SAEGUSA et al., 2000).

Estudos demonstram a expressdo do Cav2.3 na medula espinhal,
principalmente na porgao pré-sinaptica (MARTIN et al., 2021; MURAKAMI et al., 2001;
SAEGUSA et al., 2000; YANG et al., 2004). Apesar disso, a expressao do Cav2.3 se
manteve inalterada no corno dorsal da medula em camundongos submetidos a um
modelo de neuropatia traumatica (MARTIN et al., 2021). Na verdade, relatos
demonstram a expressao do Cav2.3 em estruturas supraespinhais que estao
relacionadas com a transmissdo da dor como PAG, hipotalamo e amigdala
(SAEGUSA et al., 2000; YOKOYAMA et al., 1995). Um estudo relatou que os niveis
de RNAm para o gene Cacnae, que codifica o Cav2.3, se encontram aumentados
no corno dorsal da medula de ratos apés axotomia (YANG et al., 2004). Ha relatos
que demonstram a expressdo do Cav2.3 no sistema nervoso entérico, mais
precisamente em neurdnios aferentes primarios intrinsecos (NEEDHAM et al., 2010).

Assim, esses estudos demonstram que o Cav2.3 é expresso nas vias de

transmissao da dor e co-expresso com receptores envolvidos em sua transmisséo.
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Tabela 1 - Expressado do Cav2.3 nas vias de transmisséo da dor.

Localizagéo Referéncia Achados
Ganglios (SAEGUSA et | Gene reporter do Cav2.3 (Gal) expresso no GRD e possui co-
sensoriais | al., 2000) expressao com substancia P e |IB4+
(MURAKAMI et | Cav2.3 (RNAmM) detectado no GRD de camundongos
al., 2001)
(FANG et al., | Co-expressao do Cav2.3 (MRNA) com TrkA e com TRPV1 em
2007, 2010) GRD e no nervo trigeminal de ratos
(QIAN et al., | Expressao do Cav2.3 no GRD de ratos isolados apds modelo de
2013) hipersensibilidade visceral induzido por TNBS
(CASTRO et al., | Co-expressao do Cav2.3 (RNAm e proteina) com o receptor
2017) GABA& e com 0 Cav2.2 em GRD de humanos e de camundongos
(GANDLA et al., | Cav2.3 (proteina) expresso em neurdnios (PGP+) e em células
2017) satélites (GFAP+) de camundongos. Co-expressao do Cav2.3
com marcadores IB4+, NF200 e com SP no GRD
(MARTIN et al., | Co-expressao Cav2.3 (RNAm) com receptor NTSR2 no GRD de
2021) camundongos
Medula (WESTENBRO | Cav2.3 (proteina) expresso no corpo celular dos neurénios no
espinhal EK; HOSKINS; | corno dorsal da medula de ratos
CATTERALL,
1998)
(SAEGUSA et | Gene reporter do Cav2.3 expresso no corno dorsal da medula
al., 2000) (laminae I-11l) de camundongos. Co-expressao do Cav2.3 com
terminais IB4+ e IB4-
(MURAKAMI et | Cav2.3 (proteina) expresso no corno dorsal da medula de
al., 2001) camundongos
(YANG, et al., | Cav2.3 (RNAm) foi detectado no corno dorsal da medula de ratos
2004) naive
(MARTIN et al., | Cav2.3 (proteina) foi detectado na fragéo pré-sinaptica da medula
2021) espinhal
Estruturas | (YOKOYAMA et | Cav2.3 (proteina) exibiu coloragdo mais proeminente no talamo,
supra- al., 1995) hipotalamo e amigdala de ratos
espinhais | (SAEGUSA et | Gene reporter do Cav2.3 expresso na PAG, mas ndo no nicleo
al., 2000) da rafe de camundongos
Sistema (NEEDHAM et | Cav2.3 (proteina) expresso em neurdnios aferentes primarios
nervoso al., 2010) intrinsecos de porquinhos-da-india
entérico

RNAmM = RNA menssageiro; GRD = ganglio da raiz dorsal; IB4 = Isolectina B4; SP = Substancia P;
GABAG&R = receptor do acido-gama-aminobutirico tipo B; TrkA = Receptor de tropomiosina quinase A;
TRPV1 = Receptor de potencial transitério catidnico da subfamilia V membro 1; GFAP = Proteina
glial fibrilar acida; NF200 = Neurofilamento 200; NTSR2 = Receptor de neurotensina tipo 2; TNBS =
acido trinitrobenzenossulfénico; PGP = do inglés Protein Gene Product.

1.4. Inibicao das correntes tipo R por moléculas com afeito analgésico/antinociceptivo

Ha estudos em cultura de células que expressam heterologamente o Cav2.3
e cultura de neurbnios sensoriais que expressam nativamente o Cav2.3 que
demonstram a atividade de alguns compostos com efeitos analgésicos ou
antinociceptivos no bloqueio das correntes R de forma direta ou indireta (Tabela 2 e
3). Dentre os compostos que bloqueiam as correntes R de forma direta temos alguns
peptideos extraidos do veneno de animais pegonhentos (FANG et al., 2007; LEAO et
al., 2000; MURAKAMI et al., 2004) (Tabela 2). Toxinas extraidas dos venenos de
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aranhas, cobras e caracois marinhos vém sendo amplamente estudadas como
possiveis bloqueadores dos CCDV. Como € o caso do bloqueador farmacologico das
correntes do tipo R, 0 SNX-482. Este peptideo formado por 41 aminoacidos € extraido
do veneno da aranha africana Hysterocrates gigas (NEWCOMB et al., 1998). Estudos
in vitro demonstram que o SNX-482 ¢é altamente seletivo para o canal Cav2.3, assim
o SNX-482 a unica molécula identificada até o momento que € capaz de bloquear de
maneira seletiva o Cav2.3. No entanto, em concentragdes elevadas o SNX-482 pode
sofrer alteragdes na sua seletividade e bloquear outros canais, assim como ocorre
com bloqueadores dos outros CCDV que também possuem sua seletividade alteradas
de acordo com a variagdo da sua concentracdo (NEWCOMB et al., 1998). Além de
tudo, o SNX-482 ndo é capaz de bloquear todas as correntes do tipo R, restando
algumas correntes remanescentes, conhecidas como correntes sensiveis e nao
sensiveis ao SNX-482 (NEWCOMB et al., 2000).

Além do SNX-482, a PnTx3-3 € uma toxina extraida de uma fragdo do veneno
da aranha Phoneutria nigriventer que parece bloquear as correntes tipo R (Tabela 2).
Temos também o peptideo sintético TAT-CBD3A6K, a fisalina F que é um esteroide
derivado de planta e todas essas moléculas e sdo capazes de inibir diretamente as
correntes do tipo R e demonstraram efeito tipo analgésico em modelos de dor em
roedores (PIEKARZ et al.,, 2012; SHAN et al., 2019). O eugenol também é um
derivado de planta que bloqueia diretamente as correntes do tipo R e € utilizado em
pacientes durante em procedimentos odontolégicos (CHUNG et al., 2008) (Tabela 2,

Figura 2).

Tabela 2 — Inibicdo direto das correntes tipo R em cultura de células por moléculas
com efeito analgésico/antinociceptivo.

Tipo de célula Referéncia Achados Implicagdes na dor
Bloqueio Direto
Células HEK293 | (CHUNG et | Eugenol derivado de planta | Eugenol tépico usado como
expressando o | al., 2008) inibiu as correntes do tipo R, | anestésico/analgésico na
Cav2.3 com ou efeito inalterado pelo TRPV1 odontologia
sem TRPV1
GRD e GT de (FANG et | SNX-482 seletivamente inibiu as | SNX-482  causou  efeito
ratos e al., 2007; | correntes do tipo R com eficacia | antinociceptivo em modelos
camundongos | MURAKAMI | variada em diferentes neurnios | de dor em animais
et al., 2004)
Gréanulo (LEAO et | Toxina PnTx3-3 inibiu as | PnTx3-3 causou efeito
cerebellar de al., 2000) correntes tipo R de maneira ndo | antinociceptivo em modelos
ratos seletiva (R > N) de dor em animais
GRD de ratos (PIEKARZ O peptideo sintético TAT- | TAT-CBD3A6K causou efeito
etal., 2012) | CBD3AG6K inibiu as correntes do | antinociceptivo em modelos
tipo R e T em neurbnios de | de dor em animais
pequeno didametro
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(SHAN et | O esteroide derivado de planta | Filasina F causou efeito
al., 2019) Fisalina F inibiu as correntes tipo | antinociceptivo em modelos
NeR(N>R) de dor em animais

Algumas moléculas que possuem efeito analgésico em pacientes sao
capazes de bloquear as correntes tipo R de maneira indireta (Tabela 3). Dentre eles
temos os farmacos opioides que sédo analgésicos classicos, sao utilizados para o
tratamento da dor intensa, o farmaco baclofeno que € usado no tratamento da dor
relacionada a espasticidade e se liga ao receptor do tipo GABAs, os triptanos sao
usados para o tratamento da enxaqueca e se ligam aos receptores 5-HT1B
(BERECKI; MOTIN; ADAMS, 2016; BOURINET et al., 1996; FERRARI et al., 2002;
MARATHE et al.,, 2021; MORIKAWA et al., 2006; OTTOLIA et al.,, 1998). A
somatostatina, liga-se aos receptores SSTR2, demonstrou efeito analgésico em um
estudo em pacientes com dor relacionada ao cancer e a toxina contalaquina-G (CGX)
se liga aos receptores NTS2, demonstrou efeito analgésico em um estudo em
pacientes com dor neuropatica (MARTIN et al.,, 2021; MEHRKE et al., 1997;
MOLLENHOLT et al., 1994; SANG; BARNABE; KERN, 2016). Esses compostos sao
capazes de inibir as correntes do tipo R através da sua ligagao aos seus respectivos
receptors, que irdo ativar uma proteina Gi e irdo bloquear as correntes tipo R através
das subunidades By da proteina Gi e pela ativagcao de vias dependentes de quinases,
como GRK2 e a tirosina quinase (Tabela 3, Figura 2).

A capsaicina é utilizada topicamente na clinica para o tratamento de dores
neuropaticas e € capaz de bloquear as correntes do tipo R de maneira dependente
do seu receptor TRPV1 (CHUNG et al., 2008; GASKELL; DERRY; MOORE, 2014). A
ativagdo do receptor para a substancia neuropeptidica pronociceptiva (NK1) produz
um efeito ambiguo: a ativagdo fraca desse receptor estimula o Cav2.3, enquanto
ativacao forte do NK1 bloqueia o Cav2.3 (MEZA et al., 2007). Clinicamente, o
antagonismo dos receptores NK1 diminuem as nauseas e vomitos no pos-operatorio,
enquanto aumenta a tolerancia analgésica em procedimentos ginecoldgicos
laparoscopicos (KAKUTA et al., 2011) (Tabela 3, Figura 2).

Como descrito, ha varios compostos que produzem a inibicado das correntes
do tipo R, mas esses compostos possuem multiplos alvos e por isso ainda € incerto
se seu efeito analgésico ocorre devido a inibicdo do Cav2.3. Até o momento o unico

bloqueador seletivo identificado para o Cav2.3 é o SNX-482.
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Tabela 3 — Inibicdo indireto das correntes tipo R em cultura de células por moléculas
com efeito analgésico/antinociceptivo.
Tipo de célula Referéncia Achados Implicagbes na dor
Bloqueio indireto
Xenopus oocytes (BOURINET | Agonista  seletivo  do | Opioides sdo os analgésicos

co-expressando etal., 1996) | receptor p-opioide ndo | padrdo  ouro para o]
Cav2.3 e receptor - alterou as correntes tipo R | tratamento de diversos tipos

opioide de ratos dores intensas

Xenopus oocytes (OTTOLIA et | Agonista  seletivo  do | Opioides sdo os analgésicos

co-expressando al., 1998) receptor p-opioide inibiu | padrao  ouro para o]
Cav2.3 e receptor - as correntes tipo R | tratamento de diversos tipos
opioide de murinos dependente das vias da | dores intensas

proteina G

Células HEK293 co- | (BERECKI; | Agonistas seletivos dos | Opioides sdo os analgésicos
expressando Cav2.3 MOTIN; receptores opioides (4, 0 e | padrdo  ouro para o]
e receptores ADAMS, K) inibiram as correntes | tratamento de diversos tipos
opioides (u/6/k) de 2016) tipo R dependente da | dores intensas
humanos quinase GRK2
Células HEK293 co- | (BERECKI et | Baclofeno ou a- | Baclofeno efeito analgésico
expressando Cav2.3 al., 2014) conotoxina Vc1.1 inobem | em pacientes com
e receptor GABAB as correntes tipo R | espasticidade intensa
de humanos dependente de proteina G | (MARATHE et al., 2021)

e da quinase Scr Vc1.1 efeito antinociceptivo
em modelos de do em
animais

Células HEK293 co- | (MEZA et al., | Fraca ativacao do | Antagonismo de receptor

expressando Cav2.3 2007) receptor NK1 estimula | NK1 reduz  dor pods-

e receptor NK1 de Cav2.3 de maneira | operatéria (KAKUTA et al.,,
humanos dependente de PKC, mas | 2011)

uma forte ativagdo do
receptor NK1 inibe Cav2.3

Células HEK293 (CHUNG et | Capsaicina  inibiu as | Capsaicina tépica & usada
expressando Cav2.3 al., 2008) correntes tipo R de | como analgésico em

e TRPV1 maneira dependente de | pacientes com dor
TRPV1 neuropatica (GASKELL;

DERRY; MOORE, 2014)
Células HEK293 (MORIKAWA | Zolmitriptano inibiu | Triptanos sao o tratamento
expressando Cav2.3 | etal., 2006) | indiretamente as | padrao ouro para enxaqueca

correntes tipo P/Q e R de | (FERRARI et al., 2002)
maneira dependente do
receptor 5-HT1B/1D e da
proteina Gi/o (P/Q > R)

GT de ratos (MEHRKE et | Somatostatina inibiu as | Administracdo intratecal e
al., 1997) correntes tipo R | epidural de somatostatina

dependente das vias da | produziu analgesia em

proteina G humanos com dor

relacionada ao cancer
(MOLLENHOLT et al., 1994)

GRD de ratos (MARTIN et | Toxina contulakina-G | Contulakina-G teve efeito
al., 2021) inibiu as correntes tipo R e | analgésico em pacientes
N viareceptor NTSR2(R> | com injuria na medula
N) espinhal (SANG; BARNABE;
KERN, 2016)

GRK2 = Receptor de quinase 2 acoplado a proteina G; PKC = Proteina quinase C; NK1 = Receptor
de neurocinina 1; 5-HT1B/1D = receptor de 5-hidroxitriptamina; Src = Proto-oncogene tirosina-
proteina quinase.
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Figura 3 — Inibicdo do Cav2.3 por moléculas com efeito analgésico/antinociceptivo.
Eugenol, finalina F, SNX-482, Tx3-3 e CBD3A6K bloqueiam o Cav2.3 de maneira
direta. Opioides, baclofeno, triptanos, somatostatina e neurotensina ligam-se aos
seus respectivos receptores e por mecanismos relacionados a ativagao da proteina
Gi e por vias de proteinas quinases causam o bloqueio do Cav2.3. Capsaicina
bloqueia o Cav2.3 através da ativagcao do receptor TRPV1. Ativacao do receptor NK1
possui efeito ambiguo.

Contulakina-G Somatostating  1riptanos Baclofeno Opioides Capsaicina
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NTS2R = Receptor de neutotensina do tipo 2; SSTR2 = Receptor de somatostatina tipo 2; HT1B/1D =
receptor de 5-hidroxitriptamina; GABAs = receptor do acido-gama-aminobutirico tipo B; TRPV1 =
Receptor de potencial transitério catidnico da subfamilia V membro 1; NK1 = Receptor de neurocinina
1; GRK2 = Receptor de quinase 2 acoplado a proteina G; PKC = Proteina quinase C; Src = Proto-
oncogene tirosina-proteina quinase Src; P = Fosforilagao.

Fonte: Autora 2022.

1.5. Modulagao do Cav2.3 na transmissao nociceptiva

Estudos utilizando bloqueadores do Cav2.3 demonstraram o efeito da inibigao
do Cav2.3 na transmissao nociceptiva. Dois estudos mostraram que no GRD de ratos
controles, o SNX-482 reduziu as correntes de calcio de pequeno didmetro, mais
especificamente as correntes do tipo R. No entanto, em ratos neuropaticos (do inglés
Spinal Nerve Ligation — SNL) um primeiro estudo mostrou uma perda de sensibilidade
frente ao SNX-482 e o segundo estudo a sensibilidade ao SNX-482 foi mantida
mesmo nos ratos neuropaticos (FUCHS et al., 2007; MCCALLUM, 2011). Na medula
espinhal de ratos e camundongos controles, 0 SNX-482 e a fisalina F reduziram a
frequéncia de correntes pos-sinapticas (MARTIN et al., 2021; SHAN et al., 2019;
YANG et al., 2013). No corno dorsal da medula, o bloqueio do Cav2.3 pelo SNX-482
e pela PnTx3-3 em modelos de dor neuropatica inibiram as respostas neuronais
mediadas por fibras C e Ad. (DALMOLIN et al., 2017; MATTHEWS et al., 2007). Em
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um estudo com camundongos tanto o SNX-482 quanto a a-conotoxina Vc1.1 foram
capazes de inibirem a despolarizagédo do aferente sensorial no colén (CASTRO et al.,
2017)

Com isso, ha evidéncias demonstrando que o Cav2.3 € um importante

mediador das fun¢des neuronais na via aferente primaria da dor e como esses canais

s&o importantes para a transmiss&o nociceptiva (Tabela 4).

Tabela 4 — Modulagao do Cav2.3 na transmissao nociceptiva.

Tecido (Espécie) Referéncia Condigéo Achados principais
GRD fibras A/ Potencial de (LIRK, SIP SNX-482 causou excitabilidade
membrana celular (Rato) 2008) neuronal
GRD/ Liberagao de (ROZANSK SIP SNX-482 nao alterou a liberagéo de
neurotransmissores | etal., neurotransmissores
(Galinha) 2013)
GRD/ Ativagao das (FUCHS et SIP ou SNX-482 diminuiu as correntes de
correntes de Ca** al., 2007) | neuropatico | Ca?* em neurdnios de pequeno
transitorias (Ratos) didmetro de ratos basais, com
reducdao na sensibilidade de ratos
neuropaticos
GRD/ Ativagado das (MCCALLU SIP ou SNX-482 diminuiu as correntes em
correntes tipo R (Rato) M, 2011) neuropatico | neurénios de pequeno didametro de
ratos vasais, sem alterar a
sensibilidade de ratos neuropaticos
Medula espinhal/ Correntes | (MARTIN et SIP SNX-482 reduziu as correntes pos-
pos-sindpticas excitatérias | al., 2021) sinapticas excitatérias espontaneas
espontianeas
(Camundongo)
Medula espinhal/ Correntes | (YANG et SIP SNX-482 reduziu a frequéncia das
pos-sinapticas al., 2013) correntes pos-sinapticas espontaneas
espontaneas (Rato) no corno dorsal da medula, um efeito
reduzido pelo nocaute para Cav2.3
Medula espinhal/ Correntes | (SHAN et SIP Fisalina F reduziu a frequéncia das
pos-sinapticas excitatérias | al., 2019) correntes pos-sinapticas excitatérias
espontaneas (Rato) espontaneas
Corno dorsal da medula (MATTHE SIP ou SNX-482 inibiu as respostas
espinhal/ Eletrofisiologia WS et al., | neuropatico | neuronais nocivos mediados por
(Rato) 2007) fiboras C e Ad em condigbes
neuropaticas, mas sem alteragéo nos
animais ndo operados
(DALMOLI SIP ou PnTx3-3 inibiu as  respostas
N etal., neuropatico | neuronais nocivos mediados por
2017) fioras C e Ad em condigdes
neuropaticas, mas sem alteracdo nos
animais nao operados
Aferente sensorial do (CASTRO SIP ou SNX-482 e Vc1.1 inibiram a
colén/ Eletrofisiologia etal, 2017) | inflamado | despolarizagdo do aferente sensorial
(Camundongo)

SIP = Sem intervengao prévia.

1.6. Modulagao do Cav2.3 em modelos de dor em animais




29

Existem estudos que utilizaram modelos animais de dor para estudar a
participagdo do Cav2.3. Algumas estratégias podem ser utilizadas para estudar a
participagao de canais na nocicepgédo. Uma dessas estratégias € atraves da utilizagao
de animais nocautes globais para o Cav2.3. Esses animais nocautes globais nao
expressam o Cav2.3 em nenhum de seus tecidos desde o seu nascimento. Alguns
estudos utilizaram esses camundongos nocautes globais e estes em condi¢des
basais demonstraram uma melhor analgesia causada pela morfina frente a estimulos
térmicos ao calor e ndo demonstraram alteragdo na nocicepcéao frente a estimulos
térmicos ou mecanicos (SAEGUSA et al., 2000; YOKOYAMA et al., 2004). Estudos
demonstraram que camundongos nocautes globais para o Cav2.3 continuaram a
desenvolver nocicepg¢ao induzida pelo acido acético e na neuropatia causada pela
ligacao parcial do nervo ciatico (do inglés Partial Sciatic Nerve Ligation — PSNL). Em
um desses estudos a nocicepgao € revertida pela L-cisteina, que aumentou as
correntes do tipo R. No segundo estudo a modelo de PNSL reduziu as correntes tipo
R no GRD (MOHAMMADREZA et al.,, 2022; SAEGUSA et al.,, 2000; YANG;
STEPHENS, 2009) (Tabela 5).

Tabela 5 — Modulagao do Cav2.3 em modelos animais de dor.

Espécie/Modelo Referéncia Principais achados
Camundongo/ von (SAEGUSA | Camundongos nocaute globais para o Cav2.3 nao tiveram
Frey, placa quente, etal., 2000) | alteragdo na nocicepcao frente a estimulos térmicos,
retirada de cauda, mecanicos e na nocicepgao induzida pelo acido acético.
teste da formalina e Efeito antinociceptivo nas duas fases do teste da formalina.
do dcido acético
Camundongo/ von (GANDLA et | Camundongos com diminuicdo da expressao do Cav2.3
Frey al., 2017) (AAVs-shRNA Cav2.3) desenvolveram hiperalgesia
Camundongo/ (YOKOYAM | Camundongos nocautes globais para o Cav2.3 tiveram
Retirada de cauda Aetal., uma melhora na analgesia induzida pela morfina frente a
2004) nocicepgao induzida por estimulos térmicos ou pelo nado
forcado comparados a camundongos controle
Camundongo/ (MURAKAMI | Administragdo intratecal de SNX-482 teve efeito
Formalina et al.,, 2004) | antinociceptivo na segunda fase do teste da formalina, mas
aumentou a nocicepgdo na primeira fase do teste
Rato/ Formalina (TERASHIM | Administragéo intratecal de SNX-482 causou efeito
Aetal, antinociceptivo no teste da formalina, em ambas as fases
2013)
Rato/ TNBS (QIAN et al., | Administracdo intratecal de SNX-482 reduziu o reflexo de
2013) retirada abdominal em resposta a distenséo colorretal
Camundongo/ Acido | (MOHAMMA | Camundongos nocaute globais para o Cav2.3
acético DREZA et demonstraram um aumento na nocicepgao induzida pelo
al., 2022) acido acético, efeito reduzido pela L-cisteina
(YANG; Camundongos nocautes globais para o Cav2.3
STEPHEN, | continuaram a desenvolver hiperalgesia mecéanica
2009) induzida por PNSL
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Camundongo/ PSNL | (MARTIN et | Delegdo do Cav2.3 no GRD e medula espinhal por
al., 2021) CRISPR/Cas9 nao alterou a hiperalgesia mecéanica, mas
reverteu o efeito antinociceptivo causado pela
somatostatina sem alterar o efeito da morfina no PSNL

Rato e Camundongo/ | (DALMOLIN | Administragao intratecal de PnTx3-3 reduziu a hiperalgesia
PSNL e etal., 2011) | mecanica em animais neuropaticos, mas nao em animais
estreptozotocina em condigdes basais

Rato/ Estavudina (PIEKARZ et | Administragao intraperitoneal de TAT-CBD3A6K produziu
al., 2012) efeito antinociceptivo em modelos de dor em roedores

Rato / Paclitaxel e (SHAN et al., | Administracdo intratecal de Fisalina F produziu efeito

SNL 2019) antinociceptivo em modelos de dor neuropatica em ratos
Camundongo / (FERREIRA | Administragéo intratecal de SNX-482 e a diminuigdo da
Capsaicina etal., 2021) | expressdo do Cav2.3 pelo ODN-AS conitra o Cav2.3

produziu efeito antinociceptivo na hiperalgesia secundaria
induzida por capsaicina somente nas fémeas. Sem
alteragcao na nocicepgéao frente a estimulos mecanicos e
térmicos em condi¢des basais

AAVs-shRNA = Adeno virus associado a shRNA; PSNL = Ligagao parcial do nervo ciatico; TNBS =
acido trinitrobenzenossulfénico; SNL = Ligagao do nervo espinhal; ODN-AS = Oligonucleotideo
antisentido.

Outras evidéncias demonstram redug¢ao na nocicepgao induzida pelo teste da
formalina nos animais nocautes para o Cav2.3, sendo este considerado um modelo
de dor inflamatdria onde ocorre o processo de sensibilizagdo central (SAEGUSA et
al., 2000). Apesar de serem oOtimas ferramentas para estudar os mecanismos
envolvidos na nocicepc¢ao, os resultados obtidos com o uso dos animais nocautes
para Cav2.3 devem ser analisados com cautela, pois esses animais desenvolvem
acabam por desenvolver um mecanismo de compensagao, onde ocorre o aumento
da expressao dos outros CCDV para compensar a falta do Cav2.3 (WEIERGRABER
et al., 2005). Esses estudos utilizando animais nocautes para o Cav2.3 mostram que
o Cav2.3 tem papel geralmente pré-nociceptivo e esses resultados conflitantes podem
estar relacionados com a localizagao da dor e com o efeito de compensacéao (Tabela
5).

Outra estratégia para estudar a participagdo do Cav2.3 na nocicepgao €
através da utilizagao de animais nocaute condicionais para o Cav2.3. Através da
utilizacao de algumas ferramentas é possivel diminuir a expressao do Cav2.3 em um
tecido especifico. Um estudo usou uma injegéo utilizando adenovirus como vetor viral
para diminuir a expressao do Cav2.3 no GRD e com isso houve um aumento da
hiperalgesia frente a estimulos mecanicos nesses animais em condi¢cdes basais
(GANDLA et al., 2017). Um outro estudo utilizou CRISPR/Cas9 para fazer a delecao
génica do Cav2.3 na medula espinhal e no GRD, posteriormente os camundongos

foram submetidos ao modelo de dor neuropatica induzida pela ligagdo do nervo
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espinhal (SNL) e continuaram desenvolvendo hiperalgesia mecanica. Além disso,
esses animais foram tratados com morfina e neurotensina, a morfina continuou
causando seu efeito analgésico, mas a neurotensina teve seu efeito tipo-analgésico
revertido nos animais nocautes locais para o Cav2.3, mostrando a interagcao entre o
efeito da neurotensina e o Cav2.3 (MARTIN et al., 2021). Um outro trabalho utilizou
um oligonucleotideo antisentido (ODN-AS) por via intratecal para diminuir a expressao
do Cav2.3 na medula espinhal e em condi¢gdes basais ndo houve alteragdo na
nocicepgao frente a estimulos térmicos e mecanicos. Posteriormente esses
camundongos foram submetidos a um modelo de hiperalgesia secundaria
(sensibilizac&o central) induzido pela injecdo de capsaicina e foi observado um efeito
antinociceptivo nas fémeas tratadas com o ODN-AS contra o Cav2.3, mas nao nos
machos tratados com esse ODN-AS (FERREIRA et al., 2021). Esse ODN-AS contra
o Cav2.3 reduziu os niveis de RNAm para o Cacnale na medula espinhal de
camundongos. Vale a pena ressaltar que desses estudos apenas um deles teve
como objetivo avaliar a participagcdo do Cav2.3 na transmissao da dor, os outros
usaram ferramentas relacionadas ao Cav2.3 para outros fins. Com isso, os resultados
conflitantes encontrados nesses estudos podem estar relacionados com o modelo de
dor escolhido n&o ser o mais apropriado para verificacdo da participagao do Cav2.3
na dor. Também n&o se descarta a possibilidade de que as inje¢cdes locais para
diminuicao da expressdo do Cav2.3 possam gerar o efeito de compensacgao dos
outros CCDV (Tabela 5).

Uma outra estratégia para estudar a participagédo do Cav2.3 na nocicepgéao é
através da utilizacao de bloqueadores farmacolégicos que bloqueiam do Cav2.3. Dois
estudos demonstraram que a administracdo intratecal de SNX-482 reduziu o
comportamento nociceptivo na segunda fase do teste da formalina. Salienta-se ainda
que além de reduzir a nocicepcao, o SNX-482 atenuou fortemente a internalizacéo do
receptor para substancia P (NK1) causada pela formalina, sugerindo um papel
importante do Cav2.3 na liberagdo de neurotransmissores pré-sinapticos induzida
pelos estimulos nocivos dos aferentes primarios peptidérgicos (MURAKAMI et al.,
2004; TERASHIMA et al., 2013). Em um modelo de dor inflamatéria visceral induzida
por TNBS (do inglés 2,4,6-Trinitrobenzenesulfonic Acid), 0 SNX-482 diminuiu o reflexo
de retirada abdominal (QIAN et al., 2013). A administracao intratecal de SNX-482 no

modelo de hiperalgesia secundaria induzida por mostrou um efeito antinociceptivo
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nas fémeas tratadas com o SNX-482, mas n&o nos machos (FERREIRA et al., 2021)
(Tabela 5).

Como mostrado anteriormente, a fisalina F, PnTx3.3 e TAT-CBD3A6K sao
moléculas capazes de bloquear diretamente o Cav2.3. O tratamento intratecal com
fisalina F e com a Tx3-3 foram capazes de gerar um efeito antinociceptivo nos
modelos de neuropatia traumatica (SNL e PSNL, respectivamente) (DALMOLIN et al.,
2011; SHAN et al., 2019). Ja o tratamento intraperitoneal com TAT-CBD3A6K também
produziu um efeito antinociceptivo em na neuropatia induzida por estavudina
(PIEKARZ et al., 2012). Esses estudos com bloqueadores do Cav2.3 mostram que o
Cav2.3 tem um papel pronociceptivo e o bloqueio desse canal causa um efeito
antinociceptivo (Tabela 5).

Uma descri¢cao detalhada e transparente de como a pesquisa foi conduzida
séo considerados fatores de qualidade na pesquisa com animais. Alguns fatores que
sdo considerados critérios de qualidade de um estudo com animais sdo: calculo prévio
do numero de animais, randomizagdo, cegamento, relato de bem-estar animal,
temperatura que as caixas sdo mantidas, bem como espécie e sexo dos animais
utilizados no estudo (PERCIE DU SERT; RICE, 2014; SENA et al., 2007). Levando
em consideragao esses critérios de qualidade na pesquisa com animais, observamos
que a maioria dos estudos que verificam a participacdo do Cav2.3 na dor possuem
deficiéncias e limitagdes por nao relatarem esses critérios de qualidade. Apesar da
maioria dos estudos que utilizaram animais demonstrarem que a modulacdo do
Cav2.3 tem geralmente um papel antinociceptivo, esses estudos utilizaram poucos
critérios de qualidade, sendo essa uma limitagado da maioria desses estudos. Assim,
mais estudos para verificagdo da participagcdo do Cav2.3 na dor e que levem os
critérios de qualidade na pesquisa com animais em consideragao se fazem

necessarios.

1.7. Participagao do Cav2.3 em condi¢6es de dor na clinica

Ha poucos estudos que relacionam o Cav2.3 com condicao relacionadas a
dor em pacientes. Os estudos até o momento indicam que polimorfismos no gene que
codifica o Cav2.3 (CACNA1E) podem alterar a dor e o consumo de analgésicos. Um
unico polimorfismo em CACNA1TE é mais prevalente na enxaqueca hemiplégica e
aura do tronco cerebral e esse polimorfismo pode modular a fungao do calcio tipo R

(AMBROSINI et al.,, 2017). Um outro estudo mostra a associagcdo entre um



33

polimorfismo genético em CACNA1E e a sensibilidade a opioides em pacientes com
dor pés-operatéria (IDE et al.,, 2013). Além disso, um unico polimorfismo no gene
CACNA1E diminui o consumo de opioides apds cirurgia estética, mas apds cirurgia
gastrointestinal o polimorfismo em CACNATE leva a maiores necessidades de
opioides e aumento nos escores de dor (AMANO et al., 2016).

Assim, esses estudos indicam que o Cav2.3 parece modular a dor de
diferentes maneiras dependendo do tipo de dor envolvida (pds-operatéria,
enxaqueca, somatica e visceral) e que o Cav2.3 parece estar envolvido com o

consumo de opioides.

1.8. Dor pos-operatoria

O numero de procedimentos cirurgicos vem aumentando ao longo dos anos,
sendo que no ano de 2012 foram cerca de 312 milhdes de procedimentos realizados
(WEISER et al., 2015). Com isso, a dor pds-operatoria € uma forma comum de dor na
pratica clinica. Mais de 80% dos pacientes que passam por procedimentos cirurgicos
apresentam dor aguda ap6és cirurgia e até 71% dos pacientes relatam dor de
moderada a extrema mesmo passando pelos protocolos de tratamento para
procedimentos cirurgicos (MUELLER et al., 2019). O tratamento inadequado apds a
cirurgia pode contribuir para o desenvolvimento da dor pds-operatéria persistente.
Esta por sua vez, pode acabar por gerar uma degeneragao axonal, causando um
impacto negativo na qualidade de vida dos pacientes que passam a conviver com
uma dor crbnica e de dificil tratamento (SNG et al., 2009; STAFF et al., 2010). Alguns
fatores de risco ja foram identificados para a dor pré-operatéria, como transtornos de
ansiedade e duragao prolongada dos procedimentos. De fato, a dor pds-operatéria
persistente é mais prevalente em adultos jovens e em mulheres (GLARE; AUBREY;
MYLES, 2019).

Nos ultimos anos, o tratamento da dor aguda em pacientes cirurgicos tem
sido amplamente reconhecido como uma questao importante nos cuidados de saude.
Entretanto, aproximadamente 50-70% dos pacientes ainda experimentam dor
moderada a grave apos a cirurgia (POGATZKI-ZAHN; ZAHN; BRENNAN, 2007). O
tratamento inadequado da dor aguda também pode contribuir para o desenvolvimento
de dor pos-cirurgica persistente e pode estar associado a um impacto negativo na
qualidade de vida dos pacientes (SNG et al., 2009). Um fator a ser considerado é a

diferengca na efetividade dos tratamentos analgésicos frente ao sexo, visto que
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estudos indicam que ha uma diferenca intersexual no efeito analgésico (PRICE et al.,
2018). Relatos na clinica demonstram que a eficacia de tratamentos para a dor pos-
operatodria é diferente em homens e mulheres, a eficacia de cada farmaco em regimes
multimodais podem ter efeitos diferentes, sob diferentes condi¢des (KIM et al., 2007).

Os opioides sdo considerados o tratamento “padrdo ouro” para a dor pos-
operatédria. O uso de opioides sintéticos, como o fentanil, ou opioides naturais, como
a morfina, durante o perioperatdrio fornece uma anestesia e analgesia balanceadas
(COLVIN; BULL; HALES, 2019). No entanto, alguns pacientes fazem uso inadequado
ou persistente desses opioides, o que prejudica a qualidade de vida pos-cirurgica
(SNG et al., 2009). Ha algumas preocupagdes em relagdo ao uso de opioides, como
o desenvolvimento de tolerancia, dependéncia e o surgimento de varios efeitos
adversos, incluindo constipacao, depressao respiratéria e euforia (HYLANDS-WHITE;
DUARTE; RAPHAEL, 2017). Um outro fator relevante na terapia opioide € a variagao
do efeito analgésico frente as divergéncias sexuais, visto que o efeito analgésico
desencadeado por agonistas dos receptores kappa-opioides é eficaz somente nas
mulheres (MOGIL et al., 2003).

Uma estratégia utilizada para diminuir os efeitos adversos causados pelo uso
dos opioides € a administragdo concomitante de analgésicos opioides com né&o
opioides que atuem em locais diferentes, com o objetivo de melhorar o controle da
dor e simultaneamente eliminar os efeitos indesejaveis relacionados ao uso do
opioides, realizando assim uma terapia multimodal. Comumente s&o utilizados na
terapia multimodal farmacos como os anti-inflamatérios ndo esteroidais (AINEs)
(como o paracetamol) opioides fracos (como o tramadol ou codeina), anestésicos
locais (como a bupivacaina), agonistas do receptor a2 adrenérgico (como a clonidina)
e os antagonistas dos receptores NMDA (como a ketamina). Apesar disso, muitas
vezes esses farmacos necessitam de um tratamento prolongado o que dificulta a
adesdo ao tratamento (LEE et al.,, 2011). As terapias e estratégias atualmente
disponiveis para o tratamento da dor pds-operatoéria sao ineficazes e geram diversos
efeitos adversos. Por isso a identificacido e validacao de alvos para desenvolvimento
de novos farmacos analgésicos, mais eficazes que prolonguem o efeito analgésico e
diminuam o surgimento de efeitos adversos se faz necessaria.

Os estudos clinicos com Cav2.3 relacionam os polimorfismos desse canal
com o consumo de opioides e com a intensidade a dor pds procedimentos cirurgicos
(AMANO et al., 2016; IDE et al., 2013). Com isso, ha evidéncias indicando que CCDV
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sdo um importante alvo na analgesia induzida pelos opioides (KISSIN, 2005;
YOKOYAMA et al., 2004). Apesar desses estudos clinicos que indicam que o Cav2.3
€ um alvo para analgesia, o papel do Cav2.3 na dor ainda precisa ser melhor
estudado. Assim, o presente estudo buscou investigar a participagdo do Cav2.3 em
um modelo de dor pos-operatoria, utilizando a combinagao de algumas ferramentas

e considerando as possiveis divergéncias sexuais que podem ocorrer.
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2. HIPOTESE

A inibicao do canal de célcio dependente de voltagem Cav2.3 é capaz de

causar um efeito antinociceptivo em um modelo de dor pés-operatoria.

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral
Investigar o potencial analgésico do bloqueio farmacoldgico ou da redugéo da
expressédo do canal de calcio voltagem dependente Cav2.3 em um modelo de dor

pos-operatoria em camundongos.

3.2. Objetivos Especificos

1) Caracterizar o modelo de dor pds-operatéria por desfechos comportamentais e
moleculares;

2) Avaliar o possivel efeito antinociceptivo e efeitos adversos causados pela redugéo
da expresséao ou pelo bloqueio do Cav2.3 no modelo de dor pds-operatoria;

3) Avaliar o bloqueio do Cav2.3 como adjuvante na analgesia induzida por opioide no

modelo de dor pos-operatoria.
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4. METODOLOGIA

4.1. Animais

Para a realizagdo dos experimentos foram utilizados animais Mus musculus
da linhagem C57BL/6-UFSC (18-25 g) fémeas e machos, com seis a oito semanas
de idade, sendo estes provenientes do biotério do Laboratorio de Farmacologia
Experimental da Universidade Federal de Santa Catarina (LaFEX) e do Biotério
Setorial da Cumming School of Medicine, University of Calgary. Os animais foram
mantidos em caixas de acrilico mantendo a proporgéo de dois a seis animais por caixa
(39,6 x 21,5 x 17,2 cm). As caixas foram acondicionadas em micro isoladores, com
temperatura controlada (22 + 2 °C), em ciclo claro/escuro de 12 horas e com acesso
livre a agua e ragdo. Os animais foram aclimatizados por pelo menos 7 dias nos
biotérios antes de qualquer intervencdo e foram ambientados nos aparatos
experimentais por uma hora antes da realizagdo dos experimentos. Este trabalho foi
previamente aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC) (2019-1704260819) e pelo Animal
Care Committee da University of Calgary (AC1800031).

Os experimentos foram conduzidos de acordo com consideragdes éticas para
a investigacao experimental de dor em animais de acordo com Zimmerman (1983).
Todos os procedimentos experimentais realizados no projeto seguiram a diretriz para
pesquisa animal ARRIVE (do inglés Animals in Research: Reporting In Vivo
Experiments, 2010). Alguns procedimentos foram aplicados para maximizar a
reprodutibilidade e minimizar vieses experimentais, tais como: calculo prévio do
numero de animais por grupos experimentais, cegamento, randomizacgao e definigao
de critérios de exclusao a priori. Além disto, os experimentos foram realizados na
forma de blocos (ndo menos do que dois) em dias diferentes, de 3-4 animais por bloco
experimental, no periodo das 8:00 as 18:00 horas.

O N amostral foi calculado a partir de experimento piloto considerando o valor
de limiares obtidos pelo teste do von Frey como desfecho primario. Foi realizado o
calculo utilizando a média do grupo controle para avaliar a reversao 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 parametros: nivel de significancia (5%), poder do teste (95%), teste de hipdtese

bicaudal, encontrando assim o valor de N = 8 animais por grupo.
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No inicio dos experimentos os animais eram numerados e randomizados de
forma que, dentro do mesmo microambiente havia animais de todos os grupos
experimentais. A alocagao randomizada foi feita com auxilio do website random.org
a partir dos valores dos limiares das medidas iniciais (basais) do desfecho primario,
onde os animais eram acondicionados aos grupos experimentais de forma aleatoria
e homogénea. Além disso, o experimentador ndo possuia conhecimento de qual
grupo de animais estava avaliando nem qual o tratamento foi realizado, devido ao
protocolo de cegamento, que foi realizado por um experimentador diferente do qual
realiza as avaliacbes comportamentais, o qual as identidades sé foram reveladas ao
fim dos experimentos. Apds mensurado os valores dos limiares de retirada da pata,
através do teste de von Frey, estes valores foram analisados para verificar a possivel
presenca de algum valor outlier através do website
graphpad.com/quickcalcs/Grubbs1.cfm. Além da verificagcdo de possiveis outliers,
valores basais dos limiares menores que 0,200 g foram considerados como um fator

de exclusao.

4.2. Farmacos e Reagentes

O bloqueador farmacolégico do CCDV do tipo R SNX-482 foi adquirido da
Alomone Labs (Ein Kerem, Jerusalém, lIsrael). O SNX-482 foi reconstituido em
solucdo tampao fosfato (do inglés Phosphate-buffered saline — PBS), sendo
preparado uma solugao estoque a 222,4 uM, esta foi separada em aliquotas de 10
ML. As solugdes de trabalho eram diluidas imediatamente antes da realizagdo dos
experimentos (TERASHIMA et al., 2013). Sulfato de morfina foi obtido da Cristalia
(Campinas, SP, Brasil). A solugéo de trabalho foi diluida em salina (NaCl 0,9 %)
imediatamente antes do uso. Como controle positivo foi utilizado o anestésico local
bupivacaina (Tradinol®, Cloridrato de Bupivacaina 0,5%, sem vasoconstritor).

Para diminuir a expressao do CCDV do tipo R (Cav2.3), os animais foram
tratados com um RNA de interferéncia (siRNA) contra o RNAm codificante para esse
canal (siRNA ON-TARGETplus Mouse Cacnate - SMARTpool) ou com o seu siRNA
controle (siRNA ON-TARGETplus Non-targeting Pool), que foram obtidos da Horizon
Descovery (Colorado, USA). O siRNA foi reconstituido em agua livre de Rnase e
DNase a 500 uM, sendo preparadas aliquotas de 20 yL. Estas foram acondicionadas

no freezer a -20 °C.
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Para realizagcado de qPCR, foram utilizados iniciadores para o Cav2.3 e para
os controles B-actina e hipoxantina guanina fosforibosil transferase (Hprt). Estes
foram obtidos da Integrated DNA Technologies (Coralville, lowa, USA).

Os tratamentos foram administrados por via intratecal (HYLDEN; WILCOX,
1980) ou por via intraplantar (KUMAR et al., 2019). Os tratamentos foram seguidos
de acordo com cada protocolo experimental, tratamentos intratecais com morfina (1,
3 e 10 nmol/sitio), SNX-482 (0,1; 0,3 e 0,6 nmil/sitio, sua associagao de doses sub
efetivas (morfina 1 nmol/sitio mais SNX-482 0,1 nmol/sitio) e os tratamentos
intraplantares com bupivacaina (17,5 uM/sitio) e SNX-482 (20 uM/sitio). Os pré-
tratamentos intratecais (5 pL) foram feitos 10 minutos antes da indu¢do do modelo de
dor pés-operatéria, os pés-tratamentos intratecais (5 pL) foram feitos 60 minutos ou
24 horas apos a cirurgia (FERREIRA et al., 2021; MUELLER et al., 2019; TONELLO
et al., 2020). Os tratamentos intraplantares foram feitos imediatamente antes (10 pL)
e intra-operatorio (5uL). O tratamento com siRNA foi feito por via intratecal (3,3
ug/sitio) a cada 24 horas por 3 dias e a indugdo do modelo de dor pds-operatoria foi
feita 24 horas apods a ultima injecao com siRNA (MICHELI et al., 2021; NJOO; HEINL;
KUNER, 2014).

4.3. Modelo de dor pés-operatoria

O modelo de dor pds-operatoria (POP) foi realizado de acordo com o
procedimento descrito para ratos (BRENNAN; VANDERMEULEN; GEBHART, 1996),
adaptado para camundongos (OLIVEIRA et al.,, 2011; POGATZKI; RAJA, 2003).
Antes da cirurgia, foi verificada a medida basal do limiar mecénico de retirada de pata
dos animais. Apds anestesia foi realizada uma incisao na pele da pata traseira direita
com lamina 11. A incisao foi iniciada na borda proximal do calcanhar e estendido para
os dedos dos pés, o musculo adjacente foi elevado. Posteriormente foi feita sutura
com um fio de nylon cirurgico 6,0. Os camundongos n&o operados foram submetidos
a um procedimento que consiste em anestesia e preparagdo antissépticas, sem
incisdo plantar. Foram realizados os tratamentos para bloqueio do Cav2.3 e

posteriormente foram realizadas as mensuragdes de parametros nociceptivos.

4.4. Avaliagées comportamentais
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4.41. Avaliagoes de efeitos adversos

As fungbes sensoriais e motoras foram cuidadosamente avaliadas apods a
administracao intratecal dos tratamentos utilizados, as avaliacbes foram realizadas
de até 60 minutos apds as administragdes intratecais. As avaliagbes incluem
verificagcado da presencga de cauda de Straub, hiperlocomocéo e disfungao motora. Os
dados foram expressos como numero de animais que apresentaram comportamento,
efeitos e fungdes anormais pelo numero total de animais avaliados (MALMBERG;
YAKSH, 1994).

4.4.2. Avaliacao do comportamento de guarda da pata

Para verificagdo da nocicepgcao espontdnea (sem estimulos) os
camundongos foram acomodados em plataformas de acrilico e foram avaliados
durante 30 minutos para verificagdo do comportamento de guarda da pata. Foram
atribuidos escores de acordo com o posicionamento prevalente da pata operada dos
animais a cada 5 minutos, no fim da avaliagdo cada animal possui um total de 6
escores. Os escores atribuidos foram: 0 (pata normal), 1 (lateral da pata encosta a
malha de arame), 2 (pata elevada) e 3 (morder, chacoalhar ou lamber da pata). Os
dados foram expressos como somatorio dos 6 escores no total de 30 minutos (CHEN
et al., 2007; XU e BRENNAN, 2010).

4.4.3. Avaliacao da hiperalgesia mecanica pelo teste de von Frey

A hiperalgesia mecéanica 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 superficie plantar da pata dos animais com aumento ou diminuicdo 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 forga do ultimo
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 a convengéo de X=
retirada da pata e 0= auséncia de resposta e o limiar de 50% de retirada da pata foi
realizado através da férmula:

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

Xf = log do ultimo filamento de von Frey utilizado;

K = valor tabelado para o perfil de respostas apresentado;
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0 = diferenca média entre os estimulos em unidades logaritmicas.

O teste foi realizado em uma plataforma de arame, onde os animais foram
colocados individualmente em uma camara de observacgao feita de acrilico e coberta
com tampa, posicionada sobre a plataforma.

Os animais passaram por um processo de ambientacdo, onde foram
colocados nas plataformas de acrilico um dia antes do procedimento para
reconhecimento do local.

Os filamentos foram aplicados nas patas traseiras direitas operadas. A
pressao aplicada sob os filamentos foi a suficiente para proporcionar a curvatura dos
filamentos.

Para este parametro foi feita uma medida inicial, antes da indugdo do modelo
(chamado de basal), no dia 0 e posteriormente foram avaliados varios tempos apés a
inducéo da POP.

4.4.4. Comportamento Afetivo Motivacional (AMB) relacionado a dor

Para verificagao da parte afetiva da dor foi avaliado o comportamento afetivo
motivacional. A pata do animal foi observada por um minuto apds a aplicacdo de cada
filamento de von Frey. De acordo com a posi¢cdo da pata durante o periodo de
observacao, foram atribuidos diferentes escores. Os escores atribuidos foram: 0 (pata
normal), 1 (lateral da pata encosta a malha de arame), 2 (pata elevada) e 3 (morder,
chacoalhar ou lamber da pata). No final do teste obtemos um total de 6 medidas e o
resultado foi expresso como o somatério dos escores obtidos nas 6 medidas (XU e
BRENNAN, 2010; CORDER et al., 2017).

4.5. Reagao em Cadeia Polimerase Quantitativa em Tempo Real (QPCR)

4.5.1. Extracao de RNA total

Amostras biolégicas de medula e GRD foram coletadas, colocadas em
nitrogénio liquido e posteriormente armazenadas a -80 C. Apds retirada do freezer -
80 °C 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 extragdo de RNA total. Em seguida, 200 ul de cloroférmio 98 %
(Merck, Darmstadt) foram adicionados as amostras, as quais foram homogeneizadas

por inversao por 15 segundos, mantidas a temperatura ambiente por dois minutos e,
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entdo, 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 pL de etanol 70%, o sedimento contendo o RNA total foi homogeneizado por
inversao. Posteriormente foi utilizado kit de extragdo PureLink® (Invitrogen, Carlsbad)
para purificacdo das amostras.

As amostras obtidas tiveram sua concentragdo e pureza avaliadas em um
espectrofotometro SpecterPhotometer (NanoDrop ND-1000), observando-se as
relagdes de absorbancia 260/280 nm e 260/230 nm. A fim de eliminar qualquer DNA
contaminante inadvertidamente purificado durante o processo de extracdo de RNA,
as amostras de RNA (300 ng, conforme a concentragao inicial disponivel) foram
submetidas a tratamento com DNAse | (Invitrogen, Carlsbad), na razao de 1 unidade
por ug de RNA extraido. A reacao foi realizada durante 15 minutos a 37 °C, na
presenca de tampé&o recomendado pelo fabricante. A inativagdo da enzima ocorreu
com a adicdo de EDTA na concentragao final de 2,5 mM e aquecimento a 65 °C por

5 min.

4.5.2. Reacao de transcriptase reversa (RT-PCR)

A partir das amostras tratadas com DNAsel, 300 ng de RNA (conforme
concentracao inicial disponivel) foram realizadas as reag¢des de transcricao reversa.
A reacao foi realizada segundo o kit High-Capacity cDNA (Applied Biosystems)
seguindo as recomendagdes do fabricante. A reagdo ocorreu a 25 °C por 10 minutos,
37 °C por 120 minutos e 85 ° C por 5 minutos. O DNA complementar (cDNA) obtido

foi armazenado a -20 °C.

4.5.3. Reagao em cadeia da polimerase quantitativa em tempo real (QPCR)

Para utilizagdo como molde na qPCR, o cDNA foi diluido dez vezes em agua
ultrapura livre de nucleases. As reacdes ocorreram na presenga do reagente
Maxima® SYBR Green/ROX qPCR Master Mix (Thermo Scientific), de acordo com as
orientagdes do fabricante, e 0,3uM dos iniciadores de cada par (Tabela 1), montadas
em placas de 96 pogos A-B-C (Axygen, Union City), em volume final de 10 ul. As
placas, cobertas por selante oOptico MicroAmp® Optical Adhesive Film (Applied
Biosystems) foram analisadas em equipamento StepOnePlus Real-Time PCR System
(Applied Biosystems) do Laboratoério de Imunologia (LIM—UFSC). As reagdes tiveram

inicio com uma etapa de desnaturacéo a 95 °C por 10 min, seguida por 40 ciclos
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contendo uma etapa de desnaturagao (95°C por 15 segundos) e uma etapa de ligagao
dos iniciadores e extensdo (60 °C por um minuto). Ao final, foi incluida uma etapa
para obtencdo da curva de dissociagcao (95 °C por 15 segundos, 60 °C por 15
segundos e, novamente, 95 °C por 15 segundos). Em cada placa adicionou-se um
controle negativo para cada par de iniciadores, composto por todos os reagentes
necessarios a amplificagdo, a excecdo do DNA molde. Os genes avaliados tém
relagdo com outros CCDV da familia Cav2, com o sistema opioide enddgeno,

marcador de dano neuronal e de ativagao celular.

Tabela 6 — Sequéncias de primers utilizados para verificacdo dos niveis de RNAm.

Gene Forward (5’- 3’) Reverse (5°- 3’)

Cacnala | GAGGAGAACCAACGGTACCAC TGGTCATGCTCAGATCTGTCC
Cacnalb | TTCGGCAAAAGAGTGCAACTT GACAGCGACTCCTTGATGCC
Cacnale |CCTGAGTGGTCGGAGTGGATA CATCCGCTGGGTCCATACA
Oprm1 GAGCCACAGCCTGTTGCCCA GTGCTAGTGGCTAAGGCATC
Oprk1 ATCACCGCTGTCTACTCTGTGG GTGGTAGTAACCAAAGCATCTGC
Pdyn CTGTGTGCAGTGAGGATTCAGG GAGACCGTCAGGGTGAGAAAAG
Penk TGCAGCCAGGACTGCGCTAAAT GATCCTTGCAGGTCTCCCAGAT
Gfap TGCAGGAGTAACCAGGATCTAC GATCTGGAGGTTGGAGAAAGTC
C-fos GGGAATGGTGAAGACCGTGTCA GCAGCCATCTTATTCCGTTCC
Aif1 AGGAGAAAAACAAAGAACACAAGA CAATCAGGGCAGCTCGGAGATAGC
Atf3 AGCTGAGATTCGCCATCCAGAA CTCGCCGCCTCCTTTTCCT

Hprt GCAGACTTTGCTTTCCTTGG TACTGGCCACATCAACAGGA
Actb CATTGCTGACAGGATGCAGAAGG TGCTGGAAGGTGGACAGTGAGG

4.5.4. Analise dos resultados

Os experimentos de RT-qPCR foram realizados utilizando-se amostras
biolégicas de 4 animais por grupo, sendo os resultados posteriormente analisados
pelo software StepOne Software 2.3 (Applied Biosystems, Carlsbad). Para avaliar a
variagao relativa nos niveis de cada transcrito entre as amostras analisadas, utilizou-
se o método da quantificagao relativa (LIVAK, SCHMITTGEN, 2001), comparando o
Cq apresentado para o gene alvo a média dos Cq de dois genes de referéncia (HPRT

e B-actina).
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Os calculos necessarios para obtengao dos valores de abundancia relativa
foram realizados em planilha do Excel (Microsoft Office) através das seguintes
equacoes:

ACq = Cq (gene alvo) — Cq (gene referéncia)

AACq = ACq (amostra) — Cq (calibrador)

QR = 2*-AACq

Onde o calibrador é a amostra a partir da qual as demais serdo comparadas
e QR é o valor de quantificagao relativa. O valor de QR médio do calibrador € sempre

proximo a 1.

4.6. Verificagao proteica por ensaio de imunoabsorgao enzimatica (ELISA)

Amostras de medula espinhal, GRD e tecido da pele da pata operada foram
coletados, homogeneizados em PBS contendo um mix com inibidor de protease
(Roche Applied Science), posteriormente foram submetidas a dois ciclos de
congelamento-descongelamento para o rompimento das membranas celulares. Apos,
as amostras foram centrifugadas a 10000g por 10 minutos. O sobrenadante foi
quantificado utilizando o ensaio proteico de baseado no acido bicinconinico (do inglés
Bicinchoninic Acid Assay — BCA). Posteriormente, 10 microgramas de proteina foram
usados para determinar a concentracdo de Cav2.3 (1:10) (MyBioSource,
MBS454668) usando o Ensaio de Imunoadsor¢dao Enzimatica e seguindo as

instru¢des do fabricante.

4.7. Andlises Estatisticas

Os dados obtidos estdo expressos como média + erro padrao da média
(E.P.M.) de 8 animais por grupo experimental (conforme presenga de outliers),
conforme indicado na legenda das figuras. O teste de Grubbs foi utilizado para a
verificagdo da existéncia de pontos fora da curva entre os dados, e os valores
identificados como tal foram excluidos das analises estatisticas. As andlises
estatisticas foram realizadas por meio das analises de variancia (ANOVA) de uma ou
duas vias, com ou sem medidas repetidas, seguidas pelo teste post-hoc de Tunkey
ou Dunnett, ou ainda, pelo teste t de Student, conforme o necessario. O nivel de
diferenca estatistica foi considerado significativo quando os valores de P encontrados
foram menores que 0,05 (P<0.05). A analise de correlacao foi realizada pelo teste “r”

de Pearson. Os dados obtidos nos experimentos realizados para avaliar a
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hiperalgesia pelo teste de von Frey, foram transformados e expressos como logaritmo
de base 10 e os de expressdo de RNAmM como logaritmo base 2, com o intuito de
atender aos critérios para realizagao de analise estatistica paramétrica. As analises
dos dados, assim como a confecgao dos graficos, foram realizadas com auxilio do
programa GraphPad Prism 8® (La Jolla, CA, USA).
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5. RESULTADOS

5.1. Caracterizagao do modelo de dor pés-operatéria (POP) em camundongos

A incisdo de pele na pata direita traseira de camundongos promoveu, de
forma significativa, uma diminui¢ao no limiar de retirada de pata 50 % (g) dos animais
quando comparados aos valores basais e aos valores do grupo falso operado. Essa
diminuicao no limiar de retirada da pata foi vista a partir da terceira hora apds a inciséo
durando até 48 horas apds a incisdo e a hiperalgesia mecanica ocorreu de forma
similar em fémeas e machos (Limiar de retirada de pata em 3 horas apés a cirurgia
diminuiu 94 + 9% e 98 + 8%, em camundongos fémeas e machos, respectivamente)
(Figura 4B).

Foi possivel observar um aumento no escore referente ao comportamento
afetivo motivacional nos animais operados quando comparados aos valores basais e
ao grupo falso operado. Esse aumento nos escores comegou trés horas apos a
cirurgia e durou por até 24 horas nas fémeas e 48 horas nos machos (aumento do
AMB em 3 horas ap0s a cirurgia foi de 57 £ 6% e 57 + 11% em fémeas e em machos,
respectivamente) (Figura 4C).

De fato, houve um aumento nos escores relacionada a nocicepgao
espontanea quando comparados aos valores basais e aos valores do grupo falso
operados. Observamos um aumento no comportamento de guarda da pata da terceira
hora até 24 horas apds a cirurgia, sendo encontradas valores de escores similares
entre fémeas e machos (aumento do comportamento de guarda da pata em 3 horas
apos a cirurgia foi de 79 + 14% e 63 + 11% em fémeas e em machos,
respectivamente) (Figura 4D).

Esses dados demonstram que a incisao plantar na pata traseira direita de
camundongos foi capaz de causar hiperalgesia mecanica, visto pela diminui¢do do
limiar de retirada da pata e aumento do comportamento afetivo motivacional e foi
capaz de gerar nocicepg¢ao espontanea, visto pelo aumento do comportamento de
guarda da pata. A nocicepgéao gerada pela cirurgia ocorreu de forma semelhante entre
camundongos fémeas e machos. Como n&o foi visto diferenga na resposta entre
camundongos fémeas e machos os experimentos seguintes tiveram um foco maior
nas fémeas, pois ha uma maior prevaléncia de dor pds-operatdria em mulheres.

Para caracterizacdo molecular do modelo de POP foi realizada a coleta de

tecidos para verificagao nos niveis de RNAm através da técnica de gPCR e analise
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dos niveis de expressao proteica do Cav2.3 por ELISA. Foram avaliados os niveis de
RNAmM na medula espinhal de 3 horas apds a cirurgia, visto que este foi o pico da
nocicepgao causada pela cirurgia na pata. Foram verificados os niveis de RNAm para
genes relacionados a nocicepgao. Nao foi verificada nenhuma alteragao na expressao
(proteina) do Cav2.3 na pata e nem no GRD de animais operados quando
comparados aos falsos operados, nem nas fémeas e nem nos machos (Figura 4E e
F). No entanto, foi verificado um aumento da expressao (proteina) do Cav2.3 na
medula de fémeas operadas quando comparadas ao grupo falso operado (Figura 4G).
Foi detectado um aumento nos niveis do RNAm para o gene que codifica o Cav2.3
(Cacnaie) na medula espinhal de fémeas operadas quando comparadas ao grupo
falso operado (Figura 3H). Diferente do que ocorre nas fémeas, nao verificamos
nenhuma alteragao na expressao do Cav2.3 (proteina) e nem nos niveis de RNAm
para o gene que codifica o Cav2.3 (Cacnale) em machos operados quando

comparados ao grupo falso operado (Figura 4H).

Figura 4 — Decurso temporal da nocicepgao induzida pela incisao plantar em fémeas
ou machos. Caracterizagdo do modelo de dor pds-operatéria (POP) na pata traseira
direita de camundongos fémeas e machos. A — Desenho experimental do protocolo
de inducdo de POP em camundongos fémeas e machos. B — Decurso temporal do
efeito da POP na hiperalgesia mecénica (Limiar de retirada da pata 50% (g)). C —
Escore de hiperalgesia mecéanica (Soma dos escores apés aplicagéo dos filamentos
de von Frey). D — Nocicepgao espontanea (Soma das respostas por 30 minutos). E,
F e G — Concentracao proteica de Cav2.3 avaliada por ensaio de Elisa na pele da
pata operada (E), GRD (F) a na regido lombar da medula espinhal (G) (ng/mL). H —
Expressao nos niveis de RNAm para o gene que codifica o canal de calcio do tipo R
(Cacnate) avaliados por qPCR na regidao lombar da medula espinhal 3 horas apds
incisdo ou animais n&o operados (numero de variagbes). Dados expressos como
média + E.P.M. (n = 8 por grupo B-D e n = 4-5 por grupo E-H) foram realizados de 2-
3 grupos experimentais independentes e foram analisados pela analise de variancia
(ANOVA) de duas vias com medidas repetidas seguidos pelos pods testes de Sidak
(comprados ao grupo veiculo) ou Tukey (comparados com valores basais), *p < 0,05;
**p < 0,01 e **p < 0,001 comparados com grupo nao operados (B) = basal. O teste
de Grubbs foi usado para deteccao de possiveis pontos fora da curva e nenhum foi
encontrado.
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Além do mais, foi verificado que ha um aumento significativo nos niveis de
mMRNA para os genes que codificam o Cav2.1 (Cacnaa), Cav2.2 (Cacna1b), para o
marcador de astrocitos (Gfap), para o marcador de atividade neuronal (C-fos) e para
o receptor kappa opioide (Oprk1) na medula espinhal de fémeas operadas quando
comparadas ao grupo falso operado (Figura 5). Juntamente, foi observada uma
diminuicdo nos niveis MRNA para o receptor mu-opioide (Oprm1). Para os machos

operados foi verificado um aumento nos niveis de mRNA para o Cav2.2 (Cacnaib),
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para o marcador de atividade neuronal (C-fos) e uma diminui¢cdo nos niveis do ligante

endogeno do receptor kappa-opioide (Pdyn) (Figura 5).

Figura 5 — Expressdo medular de genes relacionados a dor no modelo de dor pos-
operatoria. Niveis de expresséao transcricional avaliados por qPCR para IBA-1 (Aif1),
ATF3 (Atf3), canais de célcio do tipo P/Q (Cacna1a), tipo N (Cacna1b), C-FOS (C-
fos), GFAP (Gfap), KOR (Oprk1), MOR (Oprm1), Prodinorfina (Pdyn) e Encefalina
(Penk) na medula espinhal 3 horas apds a cirurgia ou em animais nao operados.
Dados expressos como meédia normalizados por log de 2, analisados por teste-t de
Student ndo pareado (n = 3-4 por grupo), *p < 0,05; **p < 0,01 e **p < 0,001
comparados com grupo ndo operados.
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Esses dados sugerem que a incisdo na pata foi capaz de causar uma
hiperalgesia mecanica e nocicepgao espontanea em fémeas e em machos operados,
mas as alteracdes na expressao do Cav2.3 e de outros genes relacionados a dor

ocorreu de uma maneira sexualmente dimorfica.

5.2. Efeito do silenciamento génico do Cav2.3 na dor pos-operatéria

Apos, nés realizamos um tratamento intratecal com um RNA de interferéncia
(siRNA) para diminuir a expressao do Cav2.3 a nivel medular e averiguar sua
influéncia na dor pds-operatoria. Foram avaliados os valores basais dos animais antes
de qualquer procedimento (Basal 1) e apds as 3 inje¢gdes com siRNA (1 injegcéo
intratecal a cada 24 horas) foi verificado o basal novamente (Basal 2) (antes do
procedimento cirurgico). O tratamento com siRNA contra o Cav2.3 (Cacnaie-siRNA)
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ou seu controle (src-siRNA) foi feito por 3 dias (3,3 ug/sitio, intratecal) e antes da
cirurgia ndo causou nenhuma alteracdo nos limiares de retirada de pata, no
comportamento afetivo motivacional e nem no comportamento de guarda da pata
quando comparados aos valores basais dos animais (Basal 1), nem nas fémeas e
nem nos machos (Figura 6B-G). Apds essa avaliagdo, os animais foram submetidos
ao modelo de dor pods-cirurgica e os parametros nociceptivos foram detectados.
Fémeas e machos operados tratados com src-siRNA (controle) continuaram a
desenvolver nocicepg¢ao induzida pela cirurgia quando comparados aos valores
basais 1 e 2 (Figura 6B-G). O tratamento com o Cacnae-siRNA preveniu o
surgimento da hiperalgesia mecanica em ambos os sexos (85 £ 10% para fémeas e
47 + 18 para machos 2 horas apods a cirurgia), com um efeito antinociceptivo
duradouro nas fémeas, que durou até 24 horas apos a cirurgia (Figura 6B). Para os
machos o efeito antinociceptivo foi breve e curto, durando até duas horas apos a
cirurgia (Figura 6C). Houve também uma tendéncia a diminuicdo dos escores afetivos
motivacionais nas fémeas e machos tratados com Cacnae-siRNA (44 £ 20% para as
fémeas e 30 + 30% para machos 2 horas apds a cirurgia) (Figura 6D-E,
respectivamente). Verificamos que o tratamento com Cacnae-siRNA preveniu o
desenvolvimento do comportamento de guarda da pata nas fémeas (78 + 2% para as
fémeas 3 horas apds a cirurgia) e efeito perdurou por até 24 horas apds a cirurgia
(Figura 6F). No entanto, nenhum efeito antinociceptivo foi visto nos machos tratados
com Cacnale-siRNA (Figura 6G).

Em outro grupo de animais, nés verificamos a expressdao do Cav2.3 e de
outros genes relacionados a dor 3 horas apds a cirurgia em animais previamente
tratados com Cacna7e-siRNA ou src-siRNA. O tratamento com Cacnae-siRNA ou
src-siRNA néo foi capaz de alterar a expressao do Cav2.3 no GRD nem nas fémeas
e nem nos machos (Figura 6H). As fémeas tratadas com Cacnale-siRNA
apresentaram uma diminuicdo na expressao do Cav2.3 (proteina) a nivel medular
quando comparadas com o grupo controle. No entanto, nenhuma alteragcdo da
expressao do Cav2.3 foi vista na medula espinhal dos machos tratados com Cacnae-
siRNA (Figura 6l). De fato, o tratamento intratecal com Cacna7e-siRNA foi capaz de
diminuir os niveis do RNAm para o gene Cacnae a nivel medular tanto nas fémeas

quanto nos machos tratados com o silenciador (Figura 6J).
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Figura 6 — Decurso temporal do tratamento com Cacnale-siRNA na POP em
camundongos fémeas e machos. Efeito antinociceptivo do Cacna1e-siRNA i.t. (3 dias,
ultima injecéo 24 horas antes da cirurgia) na POP em camundongos fémeas (B, D, F,
H, 1 e J) e machos (C, E, G, H, | e J). A — Desenho experimental do protocolo de
tratamento com Cacnale-siRNA ou scr-siRNA com inducdo de POP em
camundongos fémeas e machos. B e C — Decurso temporal do efeito do Cacna’e-
siRNA ou scr-siRNA (controle) na hiperalgesia mecanica (Limiar de retirada de pata
50% (g)). D e E — Escore de hiperalgesia mecéanica (Soma dos escores apos aplicagao
dos filamentos de von Frey). F e G — Nocicepg¢ao espontédnea (Soma das respostas
por 30 minutos). H e | — Concentracao proteica do Cav2.3 avaliada por Elisa no GRD
(H) e na regido lombar da medula espinhal (l) 3 horas apés a cirurgia (ng/mL). J —
Niveis de expressao transcricional avaliados por qPCR para o Cav2.3 (Cacnate) 3
horas apos a cirurgia (numero de variagdes). Dados expressos como média + E.P.M.
(n = 8 por grupo B-G e n = 4/5 por grupo H-J) 2-3 blocos experimentais independentes.
B-G foram analisados por analise de variancia (ANOVA) de duas vias com medidas
repetidas seguido pelos pos-testes de Sidak (comparados ao grupo scr-siRNA) e
Tukey (comparados com basal). H-J foram analisados pelo teste-t de Student. *p <
0,05; **p < 0,01; e ***p < 0,001 comparados com scr-siRNA. (B1) = basal antes do
tratamento. (B2) = basal apds o tratamento com Cacnae-siRNA ou scr-siRNA e antes
da cirurgia. Teste de Grubbs foi aplicado para detecgao de possiveis pontos fora da
curva e nenhum foi detectado.
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Detectamos uma correlagao negativa significante entre os limiares de retirada

da pata e os niveis de RNAm para o gene Cacnale em fémeas operadas (r = -0,99,

P <0,0

1) (Figura 7A), mas ndo em camundongos machos operados (r = -0,49, P =

0,26) (Figura 7B). Fémeas tratadas com controle possuem maiores niveis de RNAm

para o

Cacna1e e menores niveis de limiar de retirada da pata, indicando nocicepgao.

Ja as fémeas tratadas com o siRNA contra o Cav2.3 possuem menores niveis de
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RNAm para o Cacnae e maiores niveis de limiar de retirada de pata, indicando um

efeito antinociceptivo.

Figura 7 — Correlacdo do tratamento com Cacnale-siRNA entre os niveis de
nocicepgao e os niveis de RNAm para Cacna7e. Analise de correlagédo entre o limiar
de retirada da pata (g) e os niveis de RNAm para o gene Cacna1e no tratamento com
Cacnae-siRNA ou scr-siRNA apds cirurgia em camundongos fémeas (A) (quadrados
rosa indicam tratamento com Cacna7e-siRNA e circulos abertos indicam scr-siRNA)
com e machos (B) (quadrados azuis indicam tratamento com Cacnae-siRNA e
circulos abertos indicam scr-siRNA). Dados expressos como média (Log 10 para
limiar de retirada da pata e Log 2 para os niveis de RNAm para o gene Cacnate) (n

= 3 por grupo). p < 0,01 comparado com grupo scr-siRNA, determinado pelo teste “r
de Pearson.
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O nosso tratamento com Cacnafe-siRNA demonstrou ser seletivo para o
Cacnafe, visto que o tratamento com o silenciador ndo gerou alteragao nos niveis de
RNAmM para os genes que codificam o Cav2.1 (Cacnaa) e Cav2.2 (Cacnab), nem
para as fémeas e nem para os machos. O tratamento com o silenciador foi capaz de
diminuir os niveis de RNAmM para o marcador de atividade neuronal (C-fos) e
desenvolveu uma tendéncia a diminuicdo do RNAm para os genes que codificam os
receptores kappa e mu-opioides nas fémeas (Figura 8). Nenhuma alteragao
significante foi detectada para os niveis de RNAm nos machos tratados com o

Cacna1e-siRNA para nenhum dos genes avaliados. (Figura 8).
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Figura 8 — Expressdo medular de genes relacionados a dor apds o tratamento com
Cacnaie-siRNA ou scr-siRNA apds cirurgia. Niveis de expressao transcricional
avaliados por qPCR para IBA-1 (Aif1), ATF3 (Atf3), canais de calcio do tipo P/Q
(Cacnata), e tipo N (Cacnai1b), C-FOS (C-fos), GFAP (Gfap), KOR (Oprk1), MOR
(Oprm1), Prodinorfina (Pdyn) e Encefalina (Penk) na regido lombar da medula
espinhal 3 horas apds a cirurgia e 24 horas apds o ultimo tratamento com Cacnae-
siRNA ou src-siRNA. Dados expressos como média normalizados por log de 2,
analisados por teste-t de Student (n = 3-4 por grupo). *p < 0,05 comparados com
grupo src-siRNA (controle).
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Esses dados sugerem que a diminui¢do da expressdo medular do Cav2.3
preveniu o desenvolvimento da nocicepgao pos-operatoria, bem como diminuiu a

expressao de alguns genes relacionados a dor nas fémeas.

5.3. Efeito do pos-tratamento intratecal com morfina na dor pés-operatoéria
Medicamentos opioides sao considerados o padrao ouro para o tratamento
da dor pés-operatéria, por isso o presente trabalho utiliza morfina como seu controle
positivo. Para verificar a agdo dos opioides em um processo doloroso ja estabelecido,
realizamos o tratamento com morfina 60 minutos apds a cirurgia em camundongas
fémeas, imediatamente apds a verificagdo da nocicep¢ao induzida pela incisdo na
pata. Foi feita uma curva dose-resposta para a morfina (1, 3 e 10 nmol/sitio) referente
aos valores de 30 minutos apds o tratamento intratecal com a morfina. A cirurgia
continuou a causar nocicepgao (Figura 9B-G). Foi visto que a dose de 1 nmol/sitio

nao foi capaz de reverter a nocicep¢gao em nenhum dos parametros verificados
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(Figura 9B, D e F). A dose intermediaria de morfina (3 nmol/sitio) reverteu a
hiperalgesia mecanica, revertendo a queda no limiar de retirada da pata e o
comportamento afetivo motivacional causada pela cirurgia (Figura 9B e D). A dose
mais elevada de morfina (10 nmol/sitio) teve efeito antinociceptivo, pois reverteu a
queda no limiar de retirada da pata (67% * 23%) (Figura 9B). Essa dose também
reverteu o comportamento afetivo motivacional onde o tratamento com morfina 10
nmol/sitio foi capaz de diminuir os escores afetivos motivacionais (54% + 2%) (Figura
9D). Por fim, essa maior dose de morfina testada (10 nmol/sitio) foi a Unica dose capaz
de diminuir o comportamento de guarda da pata (38% + 14%) (Figura 9F).

Apesar dos dados promissores com a maior dose de morfina (10 nmol/sitio),
a mesma dose desencadeou efeitos adversos graves significativos como a presenca
de cauda de Straub, hiperlocomocédo e disfungcdo motora (Figura 9H, | e J,
respectivamente).

Por esses motivos, a dose de morfina de 3 nmol/sitio foi considerada a dose
eficaz e segura. Assim, foi verificado o decurso temporal para o tratamento intratecal
com morfina nessa dose. Foi visto que o tratamento com morfina 3 nmol/sitio foi capaz
de reverter a queda no limiar de retirada da pata causada pela incisdo meia hora apés
o tratamento com efeito até uma hora apos o tratamento (51% + 20%) (Figura 9C).
Essa dose de morfina diminuiu o comportamento afetivo motivacional de meia até
uma hora apés o tratamento (44% + 5%) (Figura 9E). Além disso, essa dose néo foi
capaz de diminuir no comportamento de guarda da pata (Figura 9G). Confirmando
assim que essa dose possui efeito antinociceptivo capaz de reverter a nocicepcao

causada pela cirurgia.
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Figura 9 — Efeito antinociceptivo do tratamento intratecal com morfina no modelo de
POP em fémeas. Curva dose-resposta (B, D e F) e decurso temporal (C, E e G) do
efeito antinociceptivo do pds-tratamento com morfina (1, 3 e 10 nmol/sitio, i.t., 60
minutos apos cirurgia) na POP em camundongos fémeas. A — Desenho experimental
do protocolo de poés-tratamento (60 minutos apés POP) com morfina (1, 3 e 10
nmol/sitio, i.t.) em camundongos fémeas. B e C — Verificagdo da hiperalgesia
mecanica (Limiar de retirada da pata 50% (g)). D e E — Escore de hiperalgesia
mecanica (Soma dos escores apés aplicagao dos filamentos de von Frey). F e G —
Nocicepgao espontanea (Soma das respostas até 30 minutos). H, | e J — Verificagado
de efeitos adversos causados pelo pds-tratamento intratecal com morfina (H —
Presenga ou auséncia de cauda de Straub, numero de animais), (I — Presencga ou
auséncia de hiperlocomog¢éo, numero de animais) e (J - Presenga ou auséncia de
disfungdo motora, numero de animais). Dados expressos como média + E.P.M. (B —
G) e expressos como numero de animais com comportamento presente/numero total
de animais tratados (H — J) (n = 8 por grupo morfina 1 e 3 nmol/sitio e n = 4 para
morfina 10 nmol/sitio) 2—-3 blocos experimentais independentes. B, D e F foram
analisados pela analise de variancia (ANOVA) de uma via seguida pelo pds teste de
Dunnett. C, E e G foram analisados pela ANOVA de duas vias de medidas repetidas
seguido pelos pos-testes de Sidak (comparado ao grupo veiculo) e Tukey (comparado
ao basal). H — J foram analisados pelo teste de qui-quadrado. *p < 0,05, **p <0,01; e
***n < 0,001 comparados com grupo veiculo. (B1) = basal antes da cirurgia. (B2) =
basal 60 minutos apds cirurgia. Barras cinzas na horizontal (B, D e F) indicam os
valores basais e as setas indicam o momento do tratamento (C, E e G). O teste de
Grubbs foi aplicado para deteccdo de possiveis pontos fora da curva e foram
detectados um no grupo veiculo, um no grupo morfina (1 nmol/sitio), um no grupo
morfina (3 nmol/sitio) e mais um no grupo morfina (10 nmol/sitio).
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Com a dose efetiva definida, fomos verificar se existe diferenga sexual na

resposta a morfina. Camundongos fémeas e machos foram tratados com a dose

efetiva de morfina (3 nmol/sitio) por via intratecal, 60 minutos apds cirurgia. As

respostas demonstraram ser similares entre os sexos, onde 30 minutos apds o

tratamento intratecal foi observado um efeito antinociceptivo nas fémeas e machos

tratados com morfina 3 nmol/sitio (Figura 10).
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Figura 10 — Comparagao sexual do feito antinociceptivo do pods-tratamento com
morfina na POP. Comparagao por sexo do pos-tratamento intratecal (60 minutos apés
POP) com morfina (3 nmol/sitio) em camundongos fémeas (linhas rosas) e machos
(linhas azuis) (Limiar de retirada de pata 50% (g)). Dados expressos como média +
E.P.M. (n = 8 por grupo). 2-3 blocos experimentais independentes, analisados pela
analise de variancia (ANOVA) de duas vias de medidas repetidas seguido pelos pds
testes de Sidak (comparados ao grupo veiculo) e Tukey (comparado aos valores
basais). #p < 0,05 comparados com valores basais; *p < 0,05; **p < 0,01; e ***p <
0,001 comparados com grupo veiculo. (B1) = basal antes da cirurgia. (B2) = basal 60
minutos apos cirurgia. A seta indica 0 momento do tratamento. O teste de Grubbs foi
aplicado para deteccao de possiveis pontos fora da curva e foram detectados no
grupo veiculo machos e um no grupo veiculo fémeas.
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Com esse conjunto de dados conseguimos definir a dose efetiva segura de
morfina (3 nmol/sitio), verificar que a morfina possui um efeito antinociceptivo similar
entre machos e fémeas e observar efeitos adversos importantes desencadeados pela

dose mais alta de morfina (10 nmol/sitio).

5.4. Efeito do pés-tratamento intratecal com o bloqueador do Cav2.3 na dor pos-
operatoria

Apos definir as melhores condi¢cdes para o pos-tratamento intratecal com
morfina, nés fomos definir as melhores condi¢gdes para o pds-tratamento intratecal
com o bloqueador do CCDV Cav2.3, SNX-482. O modelo de POP foi induzido em
camundongos fémeas, foi realizada a verificagdo dos comportamentos nociceptivos
em uma hora apdés POP e imediatamente apds foi feito tratamento intratecal com o
SNX-482.

Para verificar a melhor escolha das doses de SNX-482 foi realizada uma
curva dose-resposta com as doses de 0,1, 0,3 e 0,6 nmol/sitio. Os dados nos graficos

correspondem a resposta ao tratamento intratecal com as diferentes doses de SNX-
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482 30 minutos apods o tratamento. A dose mais baixa de SNX-482 (0,1 nmol/sitio)
nao foi capaz de reverter a nocicepgédo causada pela incisdo na pata (Figura 11B, D
e F). A dose intermediaria de 0,3 nmol/sitio de SNX-482 foi capaz de reverter a
hiperalgesia mecénica e o comportamento afetivo-motivacional, mas nao o
comportamento de guarda de pata quando comparados ao grupo veiculo (Figura 11B,
D e F, respectivamente). A dose mais elevada de SNX-482, 0,6 nmol/sitio demonstrou
uma tendéncia a reverter a hiperalgesia mecanica e reverteu de forma significativa o
comportamento afetivo-motivacional, mas ndo o comportamento de guarda de pata
quando comparados ao grupo veiculo (Figura 11B, D e F, respectivamente).

Apos, verificamos a capacidade das diferentes doses de SNX-482 causarem
efeitos adversos graves. O tratamento intratecal com SNX-482 feito 1 hora apds a
inducdo da POP nao gerou efeitos adversos graves, como cauda de Straub,
hiperlocomocgao e disfungdo motora, na menor dose (0,1 nmol/sitio) e nem na dose
intermediaria (0,3 nmol/sitio) (Figura 11H, | e J). A maior dose de SNX-482 testada
(0,6 nmol/sitio) causou efeitos adversos significativos como cauda de Straub e
disfungdo motora (Figura 11H e J, respectivamente).

Por esses motivos, a dose de 0,3 nmol/sitio de SNX-482 foi considerada a
dose segura e eficaz. Essa dose de SNX-482 foi capaz de reverter a a queda do limiar
de retirada da pata causada pela incisdo de 30 minutos por até 2 horas apos o
tratamento com SNX-482 (33% + 7%) (Figura 11C). Houve diminuicdo no
comportamento afetivo-motivacional 30 minutos apds o tratamento com SNX-482
(33% = 3%) (Figura 11E). No entanto, essa dose de SNX-482 nao foi capaz de
diminuir o comportamento de guarda da pata dos animais quando comparados ao

grupo veiculo (Figura 11G).
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Figura 11 — Efeito antinociceptivo do tratamento intratecal com SNX-482 no modelo
de POP em fémeas. Curva dose-resposta (B, D e F) e decurso temporal (C, E e G)
do efeito antinociceptivo do pos-tratamento com SNX-482 (0,1; 0,3 e 0,6 nmol/sitio,
i.t., 60 minutos apds cirurgia) na POP em camundongos fémeas. A — Desenho
experimental do protocolo de pds-tratamento (60 minutos apés POP) com SNX-482
(0,1; 0,3 e 0,6 nmol/sitio, i.t.) em camundongos fémeas. B e C — Verificagdo da
hiperalgesia mecanica (Limiar de retirada da pata 50% (g)). D e E — Escore de
hiperalgesia mecéanica (Soma dos escores apoés aplicagao dos filamentos de von
Frey). F e G — Nocicepgéo espontédnea (Soma das respostas até 30 minutos). H, l e J
— Verificacao de efeitos adversos causados pelo pés-tratamento intratecal com SNX-
482 (H — Presenca ou auséncia de cauda de Straub, numero de animais), (I —
Presencga ou auséncia de hiperlocomog¢ao, numero de animais) e (J - Presencga ou
auséncia de disfungdo motora, numero de animais). Dados expressos como media
EPM. (B — G) e expressos como numero de animais com comportamento
presente/numero total de animais tratados (H — J) (n = 8 por grupo) 2-3 blocos
experimentais independentes. B, D e F foram analisados pela analise de variancia
(ANOVA) de uma via seguida pelo pés teste de Dunnett. C, E e G foram analisados
pela ANOVA de duas vias de medidas repetidas seguido pelos pos-testes de Sidak
(comparado ao grupo veiculo) e Tukey (comparado ao basal). H — J foram analisados
pelo teste de qui-quadrado. *p < 0,05, **p < 0,01; e ***p < 0,001 comparados com
grupo veiculo. (B1) = basal antes da cirurgia. (B2) = basal 60 minutos apds cirurgia.
Barras cinzas na horizontal (B, D e F) indicam os valores basais e as setas indicam o
momento do tratamento (C, E e G). O teste de Grubbs foi aplicado para detecg¢ao de
possiveis pontos fora da curva e foi detectado um no grupo veiculo.
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Com a dose efetiva definida, fomos verificar a existéncia se uma possivel

diferenca sexual na resposta antinociceptiva frente ao tratamento com SNX-482.

Camundongos fémeas e machos foram tratados com SNX-482 (0,3 nmol/sitio) por via

intratecal, 60 minutos apds a inducdo de POP. As respostas demonstraram serem

similares entre os sexos. O efeito antinociceptivo foi visto de 30 minutos até 2 horas

apos o tratamento com SNX-482, com padrao de resposta similar entre os sexos

(Figura 12).
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Figura 12— Comparacao sexual do feito antinociceptivo do pos-tratamento com SNX-
482 na POP. A — Comparagao por sexo do pés-tratamento intratecal (60 minutos apos
POP) com SNX-482 (0,3 nmol/sitio) em camundongos fémeas (linhas rosas) e
machos (linhas azuis) (Limiar de retirada de pata 50% (g)). Dados expressos como
média = E.P.M. (n = 8 por grupo). 2-3 blocos experimentais independentes, analisados
pela analise de variancia (ANOVA) de duas vias de medidas repetidas seguido pelos
pos testes de Sidak (comparados ao grupo veiculo) e Tukey (comparado aos valores
basais). #p < 0,05 comparados com valores basais; *p<0,05 e **p < 0,01 comparados
com grupo veiculo. (B1) = basal antes da cirurgia. (B2) = basal 60 minutos apos
cirurgia. A seta indica o momento do tratamento. O teste de Grubbs foi aplicado para
deteccdo de possiveis pontos fora da curva e foram detectados um no grupo veiculo
machos e um no grupo veiculo fémeas.
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Com esse conjunto de dados conseguimos definir a dose efetiva do SNX-482
(0,3 nmol/sitio), observar o decurso temporal do efeito do  SNX-482 intratecal e
observar que nao houve efeitos adversos importantes desencadeados pelo
tratamento com a menor dose e com a dose intermediaria de SNX-482 (0,1, e 0,3
nmol/sitio), mas que a dose mais elevada de SNX-482 (0,6 nmol/sitio) desencadeou

efeitos adversos.

5.5. Efeito do poés-tratamento com a combinagao de doses sub efetivas de morfina e
SNX-482 na dor pés-operatoria

Verificando o decurso temporal do pés-tratamento com as diferentes doses

de morfina e SNX-482, definimos que a dose de 1 nmol/sitio de morfina e a dose de

0,1 nmol/sitio de SNX-482 sdo consideradas as doses sub efetivas dessas duas

substancias. Como mostrados anteriormente, as doses de 3 nmol/sitio de morfina e

de 0,3 nmol/sitio de SNX-482 sao consideradas as doses seguras e efetivas, pois

possuem com efeito antinociceptivo sem causar efeitos adversos significantes. Foi
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usado o mesmo protocolo experimental descrito anteriormente, foi feito tratamento
por via intratecal 60 minutos apés a cirurgia com as doses sub efetivas de morfina (1
nmol/sitio) e (SNX-482 0,1 nmol/sitio) de maneira isolada. Essas doses sub efetivas
nao possuem nenhum efeito antinociceptivo em nenhum dos tempos e em nenhum
dos parametros nociceptivos avaliados (Figura 13). Como mostrado anteriormente,
essas doses sub efetivas de morfina (1 nmol/sitio) e SNX-482 (0,1 nmol/sitio) n&o sé&o
capazes de desencadear efeitos adversos (Figura 9H — J e Figura 11H — J,

respectivamente).

Figura 13 — Decurso temporal do efeito intratecal de doses sub efetivas de morfina e
SNX-482 na POP em fémeas. Decurso temporal (A — F) do efeito do pds-tratamento
intratecal com doses sub efetivas de morfina (1 nmol/sitio, i.t., 60 minutos apds
cirurgia) (A, C e E) ou SNX-482 (0,1 nmol/sitio, i.t., 60 minutos apds cirurgia) (B, D e
F) na POP em camundongos fémeas. A e B — Verificacdo da hiperalgesia mecanica
(Limiar de retirada da pata 50% (g)). C e D — Escore de hiperalgesia mecanica (Soma
dos escores apds aplicagdo dos filamentos de von Frey). E e F — Nocicepgéo
espontanea (Soma das respostas até 30 minutos). Dados expressos como média *
E.P.M. (n = 8 por grupo) 2-3 blocos experimentais independentes. A, C e E foram
analisados pela analise de variancia (ANOVA) de duas vias de medidas repetidas
seguido pelos pos-testes de Sidak (comparado ao grupo veiculo) e Tukey (comparado
ao basal). B, D e F foram analisados pela ANOVA de uma via seguida pelo pés teste
de Dunnett. (B1) = basal antes da cirurgia. (B2) = basal 60 minutos apds cirurgia.
Setas indicam o0 momento do tratamento (A — F). O teste de Grubbs foi aplicado para
deteccdo de possiveis pontos fora da curva e foi detectado um no grupo morfina 1
nmol/sitio.
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Uma estratégia utilizada para diminuir os efeitos adversos desencadeados
pelo uso dos opioides € através da utilizagdo de adjuvantes a essa terapia. Visando
isso, utilizamos a combinacao de doses sub efetivas de morfina (1 nmol/sitio) e SNX-
482 (0,1 nmol/sitio). Foi utilizado o mesmo protocolo experimental de tratamento
citado anteriormente, foi feito um pés-tratamento intratecal 60 minutos apds a cirurgia.
Além disso, para verificar se o tratamento intratecal com essa combinagao possui
alguma diferenca sexual, o tratamento com a associagéo foi feito em fémeas e em
machos.

Nas fémeas essa combinacao de doses sub efetivas de morfina (1 nmol/sitio)
e SNX-482 (0,1 nmol/sitio) foi capaz de reverter a nocicepcdo desencadeada pela
cirurgia quando comparados ao grupo veiculo. A reversdo na queda do limiar de
retirada de pata foi vista meia hora apds o tratamento e durou por até quatro horas
ap6s o tratamento intratecal com a combinacdo (39% + 14) (Figura 14B). A
combinacgao foi capaz de diminuir o comportamento afetivo motivacional de meia hora
por até duas horas apos o tratamento (37% + 4%) (Figura 14D). Em relacao
nocicepgao espontanea, o tratamento com a combinacgao foi capaz de diminuir a o
comportamento de guarda da pata nas fémeas em duas horas apdés o tratamento e
esse efeito durou por até 24 horas (40% + 5%) (Figura 14F). Avaliamos os possiveis

efeitos adversos desencadeados pelo pés-tratamento intratecal com a associagao
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(morfina 1 + SNX-482 0,1 nmol/sitio). Assim, foram avaliados a presenga de cauda
de Straub, hiperlocomog¢ao e disfungdo motora (Figura 14H, | e J, respectivamente).
Nao foram vistos o desenvolvimento de efeitos adversos significantes do tratamento
intratecal com a associagado nas fémeas quando comparados ao grupo controle.
Para os machos o tratamento com a combinag&o (morfina 1 + SNX-482 0,1
nmol/sitio) também houve uma reversao da nocicepgao. A reversao na queda do
limiar de retirada da pata foi vista meia hora apds o tratamento e perdurou por até 48
horas apds o tratamento intratecal com a combinacgéo (42% + 13%) (Figura 14C). O
mesmo efeito foi visto para o comportamento afetivo motivacional, onde ocorreu a
diminuicao deste comportamento a partir de meia hora com efeito até 48 horas apés
o pos-tratamento intratecal com a combinagao (31% = 11%) (Figura 14E). Por fim, foi
vista uma reversao no comportamento de guarda da pata nos machos operados
apenas no tempo de duas horas apds o pds-tratamento intratecal com a associacao
(25% £ 1%) (Figura 14G). Foram avaliados a presenga de cauda de Straub,
hiperlocomocao e disfungao motora (Figura 14K, L e M, respectivamente). Nao foram
vistos o desenvolvimento de efeitos adversos significantes do tratamento intratecal

com a associagdo nos machos quando comparados ao grupo controle.

Figura 14 — Decurso temporal do efeito antinociceptivo da combinagao intratecal de
doses sub efetivas de morfina e SNX-482 na POP. Decurso temporal do efeito
antinociceptivo do pés-tratamento (60 minutos apds POP) com associagao de morfina
(1 nmol/sitio) mais SNX-482 (0,1 nmol/sitio) na POP em camundongos fémeas (B, D,
F, H, 1 e J) e machos (C, e, G, K, L e M). A — Desenho experimental do protocolo de
pos-tratamento (60 minutos apés POP) com associagao de morfina (1 nmol/sitio) mais
SNX-482 (0,1 nmol/sitio) na POP. B e C — Verificagdo da hiperalgesia mecanica
(Limiar de retirada da pata 50% (g)). D e E — Escore de hiperalgesia mecanica (Soma
dos escores apods aplicacdo dos filamentos de von Frey). F e G — Nocicepgao
espontanea (Soma das respostas até 30 minutos). H — M — Verificacdo de efeitos
adversos causados pelo pds-tratamento intratecal com SNX-482 (H e K — Presenca
ou auséncia de cauda de Straub, numero de animais), (I e L — Presenga ou auséncia
de hiperlocomogao, numero de animais) e (J € M — Presenga ou auséncia de
disfungdo motora, niumero de animais). Dados expressos como média + E.P.M. (B —
G) e expressos como numero de animais com comportamento presente/numero total
de animais tratados (H — M) (n = 8 por grupo) 2-3 blocos experimentais
independentes. B — G foram analisados por analise de variancia (ANOVA) de duas
vias com medidas repetidas seguido pelos pos-testes de Sidak (comparados ao grupo
controle) e Tukey (comparados com basal). H — M foram analisados pelo do qui-
quadrado. *p <0,05; **p <0,01; e ***p < 0,001 comparados com veiculo. (B1) = basal
antes da cirurgia. (B2) = basal 60 minutos apoés cirurgia. Teste de Grubbs foi aplicado
para deteccao de possiveis pontos fora da curva e um outlier foi detectado no grupo
veiculo machos.
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Para verificar as diferengas sexuais no pos-tratamento com a combinagao
foram avaliados os valores dos limiares de retirada da pata de fémeas e machos
(Figura 15). Assim, podemos visualizar que o padrao de resposta para os dois sexos
foi semelhante e obtivemos um efeito antinociceptivo da associagcdo nos dois sexos.
No entanto, o efeito antinociceptivo nos machos durou por mais tempo (por até 48

horas apods o tratamento).
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Figura 15 — Comparagao sexual do feito antinociceptivo do pés-tratamento com a
combinagdao de morfina e SNX-482 na POP. A — Comparagédo por sexo do pos-
tratamento intratecal (60 minutos apos POP) com a associagéo de morfina mais SNX-
482 (morfina 1 e SNX-482 0,1 nmol/sitio) em camundongos fémeas (linhas rosas) e
machos (linhas azuis) (Limiar de retirada de pata 50% (g)). Dados expressos como
média £ E.P.M. (n = 8 por grupo). 2-3 blocos experimentais independentes, analisados
pela analise de variancia (ANOVA) de duas vias de medidas repetidas seguido pelos
pos testes de Sidak (comparados ao grupo veiculo) e Tukey (comparado aos valores
basais). #p < 0,05 comparados com valores basais; *p<0,05; **p <0,01; e ***p < 0,001
comparados com grupo veiculo. (B1) = basal antes da cirurgia. (B2) = basal 60
minutos apos cirurgia. A seta indica o momento do tratamento. O teste de Grubbs foi
aplicado para detecgao de possiveis pontos fora da curva e foram detectados um no
grupo veiculo machos e um no grupo veiculo fémeas.
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Esses dados demonstraram que a associacdo de morfina e SNX-482 em
doses sub efetivas foi capaz de reverter a nocicepgado causada pela cirurgia em

ambos 0s sexos e que essas doses ndo desencadeiam efeitos adversos graves.

5.6.Efeito do tratamento com a combinagdo em diferentes tempos na dor poés-
operatoria

Ap0s verificar o promissor efeito antinociceptivo da associagéo de doses sub
efetivas de morfina e SNX-482, fomos avaliar qual seria o efeito do tratamento com a
combinacao dessas doses sub efetivas (morfina 1 + SNX-482 0,1 nmol/sitio) em
diferentes tempos de tratamento.

Para verificar se a associacdo de doses sub efetivas seria capaz de reverter
um processo nociceptivo completamente estabelecido, nés realizamos o tratamento
intratecal com a associacédo das sub doses em fémeas 24 horas apos a cirurgia. O
pos-tratamento com a combinagéo 24 horas apds a cirurgia nao foi capaz de reverter

a queda no limiar de retirada da pata (Figura 16B) causada pela cirurgia. Esse
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tratamento 24 horas apoés a cirurgia n&o foi capaz de diminuir o comportamento afetivo
motivacional e nem o comportamento de guarda da pata (Figura 15C e D,

respectivamente).

Figura 16 — Decurso temporal do tratamento com a combinagéo intratecal de morfina
e SNX-482, 24 horas pés POP em fémeas. Efeito do pés-tratamento com a
combinagcdo de morfina mais SNX-482 na POP em camundongos fémeas. A —
Desenho experimental do protocolo de pés-tratamento (24 horas apés POP) com
associagdo de morfina (1 nmol/sitio) mais SNX-482 (0,1 nmol/sitio) na POP. B —
Verificag&do da hiperalgesia mecéanica (Limiar de retirada da pata 50% (g)). C — Escore
de hiperalgesia mecanica (Soma dos escores apos aplicagéo dos filamentos de von
Frey). D — Nocicepcao espontanea (Soma das respostas até 30 minutos). Dados
expressos como meédia + E.P.M. (n = 8 por grupo) 2-3 blocos experimentais
independentes. B — D foram analisados por analise de variancia (ANOVA) de duas
vias com medidas repetidas seguido pelos pos-testes de Sidak (comparados ao grupo
controle) e Tukey (comparados com basal). (B) = basal. A seta indica 0 momento do
tratamento. Teste de Grubbs foi aplicado para detec¢cao de possiveis pontos fora da
curva e nenhum foi detectado.
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A fim de verificar se o tratamento intratecal com a combinag¢do doses sub
efetivas de morfina (1 nmol/sitio) e SNX-482 (0,1 nmol/sitio) seria capaz de prevenir
o desenvolvimento da nocicepgdo causada pela cirurgia realizamos um pré-
tratamento com essa combinagdo em camundongos fémeas. Esse tratamento com a
associagao foi feito por via intratecal, cinco minutos antes da cirurgia. O pré-
tratamento com a combinacéao foi capaz de prevenir a queda no limiar de retirada da
pata causada pela cirurgia (Figura 17B). Esse efeito foi visto na primeira hora e
perdurou por até cinco horas apés a cirurgia. No comportamento afetivo motivacional,

o pré-tratamento com a associagao foi capaz de diminuir esses escores quando
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comparados ao grupo controle (Figura 17C). Essa diminuig¢ao foi vista de duas horas
até cinco horas apos a cirurgia. Por fim, o nosso pré-tratamento com a associagao
nao foi capaz de prevenir o desenvolvimento do comportamento da guarda da pata
(Figura 17D).

Figura 17 — Decurso temporal do efeito antinociceptivo do pré-tratamento com a
combinacao intratecal de morfina e SNX-482 na POP em fémeas. Efeito
antinociceptivo do pré-tratamento com associagdo de morfina mais SNX-482 na POP
em camundongos fémeas. A — Desenho experimental do protocolo de pré-tratamento
(5 minutos antes da cirurgia) com associagao de morfina (1 nmol/sitio) mais SNX-482
(0,1 nmol/sitio) na POP. B — Verificagdo da hiperalgesia mecanica (Limiar de retirada
da pata 50% (g)). C — Escore de hiperalgesia mecanica (Soma dos escores apds
aplicacao dos filamentos de von Frey). D — Nocicepgao espontidnea (Soma das
respostas até 30 minutos). Dados expressos como média + E.P.M. (n = 8 por grupo)
2-3 blocos experimentais independentes. B — D foram analisados por analise de
variancia (ANOVA) de duas vias com medidas repetidas seguido pelos pos-testes de
Sidak (comparados ao grupo controle) e Tukey (comparados com basal). *p < 0,05;
**p < 0,01; e *™p < 0,001 comparados com veiculo. (B) = basal. A seta indica o
momento do tratamento. Teste de Grubbs foi aplicado para detec¢cao de possiveis
pontos fora da curva e nenhum foi detectado.
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processo nociceptivo completamente estabelecido, mas que foi capaz de prevenir o
desenvolvimento da nocicepgao induzida pela cirurgia. Com isso, o Cav2.3 parece
estar envolvido na indugao e na fase inicial da nocicepgao induzida pela cirurgia, mas

nao na fase de manutengao dessa nocicepcao.

5.7.Efeito do tratamento intraplantar com o bloqueador do Cav2.3 na dor poés-

operatoria
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Para verificar o papel do Cav2.3 no local da incisdo foi realizado um
tratamento intraplantar com o SNX-482 (0,3 nmol/sitio) e foi usado a bupivacaina
(17,5 umol/sitio) como controle positivo. O tratamento intraplantar foi feito com 10 pL,
cinco minutos antes da POP e mais 5 pL transoperatorio, no momento da cirurgia.
Esse protocolo experimental foi pensado para mimetizar o tratamento feito na clinica,
onde a analgesia é feita pré- e intraoperatéria. Visto que na clinica a bupivacaina
possui um efeito relativamente curto, a primeira avaliacdo dos parametros
nociceptivos foi feita 15 minutos apdés a POP. A bupivacaina foi capaz de prevenir a
queda no limiar de retirada de pata apenas em 15 minutos apés a POP (100% + 190%
de efeito per se), uma hora apdés POP o efeito ja ndo era mais estatisticamente
significante. O tratamento intraplantar com SNX-482 nao preveniu a queda do limiar
de retirada de pata (78% x 8%) (Figura 18B). Na avaliagdo do comportamento afetivo
motivacional, a bupivacaina intraplantar foi capaz de prevenir o aumento dos escores
nociceptivos 15 minutos apds a cirurgia. No entanto, o SNX-482 nao foi capaz de
prevenir o aumento dos escores nociceptivos (Figura 18C). Em relagdo ao
comportamento de guarda da pata, nenhum dos tratamentos intraplantares
(bupivacaina e SNX-482) foram capazes de prevenir o aumento da guarda da pata

dos animais operados (Figura 18D).
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Figura 18- Decurso temporal do efeito do tratamento intraplantar com SNX-482 em
fémeas — Decurso temporal (B, C e D) do efeito do tratamento intraplantar com SNX-
482, bupivacaina ou veiculo na POP fémeas. A — Desenho experimental do protocolo
de tratamento intraplantar (10 pyL aplicados 5 minutos antes da cirurgia e 5 pL
aplicados no transoperatério) com SNX-482 (0,3 nmol/sitio, i.pl.) ou bupivacaina (17,5
umol/sitio, i.pl.). B — Verificagdo da hiperalgesia mecanica (Limiar de retirada da pata
50% (g)). C — Escore de hiperalgesia mecanica (Soma dos escores apos aplicagao
dos filamentos de von Frey). D — Nocicepgao espontanea (Soma das respostas até
30 minutos). Dados expressos como média £ E.P.M. (n = 8 por grupo). 2-3 blocos
experimentais independentes, analisados pela analise de varidncia (ANOVA) de duas
vias de medidas repetidas seguido pelos pds testes de Sidak (comparados ao grupo
veiculo) e Tukey (comparado aos valores basais). ***p < 0,001 comparados com
grupo veiculo. (B) = basal. O teste de Grubbs foi aplicado para detecgao de possiveis
pontos fora da curva e foi detectado um outlier no grupo veiculo.
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Com esses dados conseguimos concluir que o envolvimento do Cav2.3 na
nocicepgao pos cirurgica parece nao ser decorrente de um efeito no local da inciséo,

mas sim de um papel a nivel medular.
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6. DISCUSSAO

O numero de procedimentos cirurgicos vem aumentando nos ultimos anos,
levando ao aumento da dor pdés-operatéria. Pacientes com dor pos-operatoria
apresentam dor em repouso (dor espontédnea) bem como dor evocada ao toque. De
maneira similar ao que ocorre em procedimentos cirurgicos na clinica (POGATZKI-
ZAHN; SEGELCKE; SCHUG, 2017), a incisdo plantar em camundongos induziu
nocicepgao espontanea e nocicepgdo evocada ao toque (hiperalgesia mecanica)
aguda, com um pico de nocicepgao em 3 horas apds a cirurgia até 2 dias apds a
cirurgia. Esses comportamentos de dor sdo condizentes com a dor em repouso e a
dor evocada apods cirurgia vista nos pacientes (POGATZKI-ZAHN; SEGELCKE;
SCHUG, 2017).

A reducédo dos limiares de retirada de pata apds a aplicacéo de filamentos de
von Frey préximo ao local da incisdo (hiperalgesia, aqui usada como termo guarda
chuva que também incorpora a alodinia, conforme sugerido pela IASP no protocolo
de Kyoto) (LOESER; TREEDE, 2008) por muitas vezes pode ser considerada apenas
como um reflexo de retirada espinhal e ndo como um comportamento relacionado a
dor no qual ha o envolvimento de estruturas supra espinhais (DEUIS; DVORAKOVA;
VETTER, 2017). Considerando isso, observamos que camundongos operados
desenvolveram um aumento nos escores de comportamento afetivo-motivacional
(AMB) ap06s a aplicagao de filamentos de von Frey. As respostas afetivo-motivacionais
sdo comportamentos complexos que exigem processamento de estruturas limbicas e
corticais, indicando assim motivacdo para a supressdao das sensagdes aversivas
(CORDER et al., 2017). Assim, a incisao na pata ndo somente sensibilizou o reflexo
de retirada espinhal, mas também induziu a ativacdo de estruturas supra espinhais,
indicando que tanto o componente sensorial quanto o afetivo da dor podem ser
avaliados em nosso modelo.

Muitos modelos animais de dor utilizando medidas de nocicepgao evocada
falharam em sua translagao clinica. Assim, a dor espontanea pode ser uma medida
mais eficiente para se relacionar com a condicdo humana, o que aumenta a validade
clinica dos modelos animais de dor (DEUIS; DVORAKOVA; VETTER, 2017). O
comportamento de guarda da pata (correlacionado com a dor pds-operatoria
espontanea), mas nao a hiperalgesia mecanica, vem sendo relacionado com a

atividade espontanea dos neurénios do corno dorsal da medula de ratos operados
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(XU; BRENNAN, 2009). Assim, o modelo de incisdo plantar demonstra ter validade
de construto e validade de face, permitindo assim o nosso estudo da participacédo do
Cav2.3 na dor pés-operatéria.

O sexo é uma variavel importante a ser considerada em estudos clinicos e
nao clinicos de dor e analgesia (MOGIL, 2020). Nos ultimos anos cresceu a
preocupagao com a insergéo de animais machos e fémeas nos estudos relacionados
a dor (SORGE et al., 2015). Um estudo com fémeas da linhagem C57BL/6 constatou
que as fémeas desta linhagem ndo demonstraram diferenca significativa dependente
da fase do ciclo estral nos testes de retirada de cauda e placa quente (MEZIANE et
al., 2007). Relatos anteriores também destacam que as variagdes detectadas em
fémeas foram as mesmas relatadas nos machos. Desta forma, o nosso estudo buscou
incluir ambos os géneros animais na avaliagdo dos parametros nociceptivos. Apesar
do desenvolvimento da dor aguda ter demonstrado ser similar entre os sexos, um
estudo com mais de 7 mil pacientes operados indicou uma diferenga na intensidade
a dor de maneira sexualmente dimoérfica (homens demonstraram ter uma menor
intensidade a dor). Além disso, nesse mesmo estudo foi observado um efeito
dependente da localizagao e do tipo de cirurgia realizado, com diferentes escores de
dor em cirurgias envolvendo tecidos tegumentares e musculoesqueléticos (TIGHE et
al.,, 2015). O modelo de cirurgia plantar possui o envolvimento de tecidos
tegumentares e musculoesqueléticos (inciséo plantar da pele e fascia da pata, além
da tracdo muscular). De acordo com este dado e com achados encontrados
previamente em roedores, a incisdo plantar causou nocicepcao espontanea e
nocicepgao evocada ao toque em camundongos de uma maneira sexualmente
semelhante (em termos de intensidade e duragao) (BANIK et al., 2006; KROIN et al.,
2003).

Durante a caracterizacdo do modelo de dor pds-operatéria detectamos um
aumento nos niveis de RNAm para os genes c-Fos e Cacna1b na medula espinhal
de camundongos operados em ambos 0s sexos. A expressao proteica de Fos e o
aumento nos niveis de RNAm para c-Fos vem sendo utilizados como marcador de
excitabilidade neuronal em modelos de dor (HUNT; PINI; EVAN, 1987) e relatos na
literatura demonstraram um aumento da expressao de Fos na medula espinhal de
camundongos algumas horas apds incisdo plantar (CAMPILLO et al., 2010). E

importante citar que o Fos € um gene regulado por calcio, tendo sua expressao
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aumentada por despolarizagdo seguida de influxo de calcio por CCDV em neurdnios
(SHENG; FIELDS; NELSON, 1993; ZHAO; LIU; RITTENHOUSE, 2007).

O aumento nos niveis de RNAm para Cacna1b, que codifica o Cav2.2 dos
CCDV, causado pela cirurgia na medula espinhal esta de acordo com a eficacia da
administragao intratecal do bloqueador seletivo do Cav2.2, w-conotoxina-MVIIA, que
nao somente reduz a nocicepg¢ao induzida por incisdo em roedores (DE SOUZA et
al., 2011; WANG et al., 2000), mas também reduz a dor pds-operatéria e o consumo
de opioides em pacientes (ATANASSOFF et al., 2000). Em relagdo ao aumento do
Cacna1b pela incisdo ocorrer igualmente em machos e em fémeas operados, este
resultado esta em consonancia com nossos achados prévios, onde a w-conotoxina-
MVIIA intratecal reduziu a nocicepgao no modelo de sensibilizagdo central (uma
caracteristica presente na dor pds-operatéria) em camundongos com efeito
independente do sexo (FERREIRA et al., 2021).

Foi verificada uma diminuigdo dos niveis de RNAm para Pdyn somente nos
machos operados. No entanto, o aumento nos niveis de RNAmM para os genes
Cacnate, Cacnala, Oprk1 e Gfap e a diminuicao nos niveis de RNAm para Oprm1
foram detectados apenas nas fémeas operadas. Dados na literatura indicam que a
ativacdo de astrécitos e dos receptores opioides parecem estar envolvidos na
analgesia e na dor pés-operatéria de uma maneira sexualmente dimarfica. De fato,
evidéncias demonstram que agonistas dos receptores kappa-opioides produzem
analgesia poés-operatéria somente em pacientes do sexo feminino (GEAR et al.,
2008). Ainda, antagonistas dos receptores kappa-opioides geraram aumento nos
niveis de GFAP e causaram um reestabelecimento da hiperalgesia em camundongos
operados (BASU et al., 2021). Assim, nossos dados demonstram que a cirurgia
intraplantar gerou o desenvolvimento de comportamentos nociceptivos pos-
operatérios de uma maneira sexualmente semelhantes, mas a expressédo dos genes
relacionados ocorreu de uma maneira sexualmente dimérfica.

A nocicepgao pos-operatoria demonstrou estar associada com aumento da
expressao do Cav2.3 na medula espinhal de fémeas operadas nas fases iniciais da
dor pés-operatéria (3 horas pds incisdo). No entanto, ndo houve alteragdo na
expressao do Cav2.3 no GRD e nem na medula espinhal dos machos operados. Além
do mais, a utilizacdo do RNA de interferéncia para causar a diminuicao da expressao
do Cav2.3 seletivamente na medula espinhal preveniu o desenvolvimento da

nocicepgao pés-operatéria, com um curto efeito antinociceptivo nos machos operados
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(até 2 horas apés a cirurgia). Essa discrepancia no tempo de duragao do efeito
antinociceptivo visto em ambos os sexos pode ser explicada pela auséncia da
diminuicdo da expressao do Cav2.3 nos machos 3 horas apdés a cirurgia.
Adicionalmente, o efeito antinociceptivo causado pela diminuicdo da expressao
espinhal do Cav2.3 nas fémeas operadas esta associado com reducao da expressao
do Cav2.3 e com a reducao nos niveis de RNAm para Fos nas fémeas, mas nao nos
machos operados. A expressao de Fos além de estar associada com atividade
neuronal, também esta relacionada com a cascata de transducao de sinal relacionada
com o desenvolvimento da sensibilizagdo central (CAMPILLO et al., 2010; GAO; JI,
2009). Deste modo, o efeito antinociceptivo prolongado gerado pela diminui¢do da
expressdo do Cav2.3 espinhal visto nas fémeas pode estar associado com a
diminuicdo nos niveis de Fos. Dados prévios do nosso grupo de pesquisa
demonstraram que a diminui¢do do Cav2.3 espinhal preveniu o desenvolvimento da
sensibilizagdo central em camundongos fémeas, mas ndo em camundongos machos
(FERREIRA et al., 2021). Assim, a expressao do Cav2.3 na medula espinhal
demonstra ter um papel pré-nociceptivo no desenvolvimento da nocicepgao poés-
operatdria.

Nos ultimos anos algumas estratégias diferentes para realizar alteragdes
genéticas que nos permitam estudar determinados alvos e desenvolver possiveis
terapias. Dentre elas temos técnicas que geram a diminuicdo da expressédo de
determinados genes por diferentes mecanismos, como a utilizagdo de RNA de
interferéncia e oligonucleotideos antessentido (ROBERTS; LANGER; WOOD, 2020).
No entanto, todas as essas técnicas possuem algumas limitagdes, incluindo uma
certa preocupacao em relacdo a sua possivel toxicidade e efeitos adversos que
possam surgir em decorréncia da diminuicdo da expressédo de proteinas na fase
adulta (BISHOP, 2017). Outro ponto séo as vias de administragdo e tempo de meia
vida, pois sua administragao deve ser realizada direto no local, no caso do SNC deve
ser realizada administragao via intratecal, o0 que pensando a nivel clinico tona-se um
procedimento desagradavel que leva uma baixa adesédo ao tratamento (BISHOP,
2017). Um fator importante a ser considerado € a seletividade dessas estratégias
pelos seus alvos. Um trabalho que buscou avaliar a participagao do Cav2.3 em células
cardiacas, revelou que a ablagdo do Cav2.3 gerou um aumento na expressao do
Cav3.1, revelando o mecanismo de compensacgao que pode ser desencadeado pela
delecdo génica de genes relacionados aos CCDV (WEIERGRABER et al., 2005). No
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caso do RNA de interferéncia usado no presente estudo, esse siRNA demonstrou ser
seletivo para o Cav2.3 (Cacnae), visto que os niveis de RNAm para os genes dos
outros CCDV da familia 2, Cav2.1 (Cacnala) e Cav2.2 (Cacna1b), nao tiveram
alteracao apos o tratamento com o RNA de interferéncia contra o Cav2.3. Além disto,
nao detectamos efeitos adversos sensoriais € motores apdés a administracdo do
siRNA usado, indicando sua seguranga de uso, pelo menos apds administragcao
intratecal em camundongos. Assim, verificamos que a estratégia de siRNA para o
Cav2.3 demonstrou ser uma ferramenta importante para confirmar que a expressao
do Cav2.3 esta relacionada com a indugéo da dor pds-operatoria.

Os opioides sao considerados a terapia padrao ouro para o tratamento de
diversos tipos de dor, incluindo para dor relacionada a dor pés-operatéria (ANGST;
CLARK, 2006). De fato, o uso de opioides, incluindo por via intratecal, em pacientes
demonstrou uma menor dor apds procedimentos cirurgicos (CHOU et al., 2016).
Porém, o uso de opioides esta associado ao desenvolvimento de tolerancia e
potenciais efeitos adversos dependentes da dose (LOW; CLARKE; HUH, 2012).
Assim, inicialmente avaliamos o efeito analgésico da morfina no modelo de dor pds-
operatoria, bem como o desenvolvimento de efeitos adversos desencadeados pelo
uso de morfina intratecal. Conseguimos identificar a dose efetiva de morfina que
desencadeou efeitos antinociceptivos, sem causar efeitos adversos graves (dose
intermediaria de 3 nmol/sitio). Clinicamente os opioides proporcionam um alivio nos
aspectos sensoriais e afetivos da dor (CORDER et al., 2017). Identificamos a dose
toxica de morfina (dose mais elevada de 10 nmol/sitio), que gerou efeito
antinociceptivo, mas também gerou efeitos adversos graves como cauda de Straub,
hiperlocomogao e disfuncdo motora. Efeitos adversos dependentes da dose sao
produzidos pelo uso de morfina por via intratecal em pacientes cirurgicos, indicando
que os prescritores devem pensar no custo beneficio entre o efeito analgésico e os
potenciais efeitos colaterais causados pelo uso de altas doses de morfina (SULTAN
et al., 2016). Por fim, identificamos a dose de morfina sub-efetiva (menor dose de 1
nmol/sitio) que ndo desencadeou nem efeitos adversos e nem efeito antinociceptivo.

A dose efetiva de morfina (3 nmol/sitio) foi capaz de produzir reposta
antinociceptiva similar entre os ambos os sexos. Este achado esta de acordo com um
estudo em ratos onde a eficacia do efeito analgésico induzido pela morfina intratecal

nao teve nenhuma diferenga sexualmente dimérfica em um modelo de dor pds-
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operatoria (KROIN et al., 2003). A morfina causou o mesmo efeito analgésico
independente do sexo em pacientes submetidos a cirurgia (SON-HING et al., 2011).
Noés confirmamos o papel pré-nociceptivo do Cav2.3 espinhal no modelo de
dor pés-operatéria através da utilizagcdo de um bloqueador seletivo do Cav2.3, o SNX-
482. Similar com o que ocorre com o uso do RNA de interferéncia contra o Cav2.3, o
tratamento intratecal com SNX-482 causou uma redugido na nocicepgao evocada ao
toque. Apesar da diferenca na expressao do Cav2.3 na medula espinhal de machos
e fémeas apos a cirurgia, o tratamento com SNX-482 por via intratecal induziu um
efeito antinociceptivo de maneira similar em machos e em fémeas apos a cirurgia,
com mesma intensidade e duracédo. Esses achados sdo compativeis com os dados
de alta eficacia e afinidade encontrados para o bloqueador do Cav2.3 (NEWCOMB et
al., 1998). O bloqueio de Cav2.3 produziu um efeito antinociceptivo de curta duragao
(até 2 horas) na hiperalgesia mecanica pos-operatoria, mesmo em camundongos
fémeas. Esse efeito antinociceptivo de curta duragdo gerado pelo SNX-482 nao foi
inesperado, uma vez que dados prévios do nosso laboratério ja encontraram um curto
efeito antinociceptivo causado pelo tratamento intratecal com SNX-482 (FERREIRA
et al., 2021). Além do mais, outros estudos destacam o curto efeito antinociceptivo
exercido pelo bloqueio do CCDV tipo R (MATTHEWS et al., 2007; TERASHIMA et al.,
2013). A eficacia antinociceptiva do SNX-482 na nocicepcgao pds-operatéria foi menor
do que o efeito antinociceptivo produzido pelo uso do RNA de interferéncia contra o
Cav2.3. Esse fato pode ser explicado pela presencga de corrente de calcio mediada
pelo Cav2.3 insensiveis ao SNX-482 (tipo R) em alguns neurénios (NEWCOMB et al.,
1998; WILSON et al., 2000). Assim, nossas ferramentas genéticas e farmacoldgicas
apontaram um papel pro-nociceptivo da expressao e da ativacdo do Cav2.3 a nivel
medular, especialmente no desenvolvimento da nocicepg¢ao pds-operatoria.
Historicamente as toxinas bloqueadoras de CCDV sao capazes de induzir
efeitos adversos. Com isso, buscamos avaliar néo s6 o efeito antinociceptivo, mas
também a presencga de efeitos sensoriais e motores indesejaveis desencadeados pelo
bloqueio do Cav2.3 em diferentes doses do SNX-482. Conseguimos identificar a dose
efetiva de SNX-482 que foi capaz de desencadear efeitos antinociceptivos sem
causar efeitos adversos graves (dose intermediaria de 0,3 nmol/sitio). Assim como
identificamos a dose téxica de SNX-482 (dose mais elevada de 0,6 nmol/sitio), que
gerou efeito antinociceptivo, mas também gerou efeitos adversos graves. Por fim,

identificamos a dose de SNX-482 sue efetiva (menor dose de 0,1 nmol/sitio) que nao
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desencadeou nem efeitos adversos e nem efeito antinociceptivo. Estes achados
corroboram os dados da literatura que demonstram que a inje¢ao intratecal de doses
elevadas de SNX-482 causaram o surgimento de efeitos adversos (MALMBERG;
YAKSH, 1994; TERASHIMA et al., 2013), estes poderiam ser explicados pela perda
de seletividade de altas doses desta toxina (NEWCOMB et al., 1998). Vimos também
que dose efetiva de SNX-482 foi capaz de produzir efeito antinociceptivo com padrao
de resposta similar entre os sexos, apesar da falta de efeito estatisticamente
significante em alguns tempos nos machos tratados com SNX-482. A falta de efeito
antinociceptivo em alguns tempos pode ser devido a variagdo comportamental vista
entre os grupos, principalmente 30 minutos apds o tratamento. Essa variagéo
comportamental pode ter ocorrido devido a recente manipulacdo dos animais para o
tratamento intratecal (LONG; SAEDLER, 2016).

Um outro ponto que devemos levar em consideragao € que apesar das doses
efetivas de morfina (3 nmol/sitio) e de SNX-482 (0,3 nmol/sitio) terem efeito
antinociceptivo, as mesmas nao foram capazes de reverter a nocicepgao espontanea
causada pela cirurgia na pata. O ambiente laboratorial pode ser considerado um
ambiente estressante e que esta associado a estimulos desagradaveis (como o
préprio manuseio) para os animais em experimentagdo, sendo estes fatores que
podem mascarar os resultados e gerar analgesia ou hiperalgesia induzidos por
estresse (FERDOUSI; FINN, 2018; IMBE; IWAI-LIAO; SENBA, 2006). Além disso, a
nocicepgao espontanea é considerado um comportamento caracteristico da dor pos-
operatdria, no entanto o nosso método de avaliagado parece nao ser sensivel o
suficiente para verificacdo do efeito tipo-analgésico na nocicepg¢ao espontadnea. Um
outro ponto a ser considerado é que, diferente do que consta na literatura que
relacionam o Cav2.3 com dor, nosso estudo levou em conta os controles de vieses
que sao tidos como critério para o aumento da qualidade no estudo com animais.
Fatores como calculo prévio do n, cegamento e randomizagao foram incluidos nesse
estudo, sendo que estes fatores normalmente contribuem para a reducéao do tamanho
de efeito (ANDREWS et al., 2016; SENA et al., 2007). Ainda, a dor em repouso (dor
espontanea) € uma dor considerada de dificil tratamento na clinica, por isso ainda é
um desafio a ser considerado (WYLDE et al., 2011).

A terapia opioide esta associada com o surgimento de efeitos adversos, por
isso uma estratégia utilizada na clinica para aumentar a analgesia causada pelos

opioides e diminuir os efeitos adversos causados pelos mesmos € a utilizagao de
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associagdes entre farmacos opioides com adjuvantes terapéuticos (BUVANENDRAN;
KROIN, 2007). Evidéncias demonstram que um polimorfismo no Cav2.3 relacionado
com sua perda de fungao levou a um maior consumo de opioides no pés-operatoério
(primeiras 24 horas) e também no intraoperatério em pacientes submetidos a cirurgia
estética (IDE et al., 2013). De fato, um estudo utilizou camundongos com delecéo
génica e o bloqueio farmacolégico para o Cav2.3 tiveram uma melhora na analgesia,
bem como uma menor tolerancia causada pela morfina frente a estimulos térmicos
nocivos (YOKOYAMA et al., 2004). Assim, poderia ocorrer uma associagao entre a
analgesia causada por opioides e o papel pro-nociceptivo do Cav2.3.

Por isso, nds investigamos o potencial antinociceptivo do bloqueio do Cav2.3
como adjuvante a terapia opioide na dor pos-operatoria. NOos observamos que a
combinagao intratecal com baixas doses de morfina e SNX-482 (doses que
isoladamente n&o produziram nenhum efeito antinociceptivo) reduziu de forma eficaz
e duradoura a nocicepgao pos-operatoria espontanea e evocada pelo toque. Este
efeito antinociceptivo foi produzido quando a associagao de subdoses foram injetadas
imediatamente antes ou 1 hora apds a cirurgia, mas nao 24 horas apos o
procedimento cirurgico. Nossos resultados indicam que o Cav2.3 espinhal nao
participa dos eventos tardios que mantém a dor pds-operatéria e que o efeito
adjuvante produzido pelo bloqueio do Cav2.3 pode ser clinicamente relevante, uma
vez que na rotina clinica, a morfina intratecal pode ser administrada imediatamente
antes ou apds a cirurgia para produzir analgesia duradoura em pacientes operados
(SALAM OMARA; AMER, 2019). O mecanismo exato relacionado ao efeito
antinociceptivo gerado pela associagao do bloqueio de Cav2.3 aos opioides ainda é
desconhecido, mas a analgesia mediada por opioides em grande parte esta
relacionada com a inibicdo de neurotransmissores, através da inibicdo dos CCDV
(TRESCOT et al., 2008). Um estudo demonstrou que agonistas dos receptores p-, -
e K opioides inibiram as correntes mediadas pelo canal Cav2.3 in vitro. Inclusive,
antagonistas dos receptores 0- e k- opioides aumentaram as correntes mediadas pelo
canal Cav2.3 in vitro, por um mecanismo dependente das subunidades By da proteina
G (BERECKI; MOTIN, 2016). Assim, os canais Cav2.3 da medula espinhal sdo alvos
para analgésicos opioides e seu bloqueio pode exercer efeito adjuvante ndo apenas
aumentando a poténcia e a duragdo do efeito antinociceptivo, mas também

prevenindo seus efeitos adversos no pds-operatorio.
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Ademais, vimos que o tratamento intratecal com a associagcédo de doses sub-
efetiva de SNX-482 e morfina foi capaz de produzir efeito antinociceptivo com padrao
de resposta similar entre os sexos. No entanto, o efeito antinociceptivo foi
estatisticamente significante em tempos mais prolongados (5 horas apds cirurgia)
somente nos machos tratados com a associacdo. Um estudo que avaliou a resposta
do tratamento com gabapentina em pacientes com dor neuropatica ndo visualizou
alteragdes na resposta ao tratamento relacionadas ao género (NAVARRO-ARTIEDA
et al.,, 2018). Em outro estudo que utilizou analgesia por morfina nado foram
encontradas diferencgas significativas na eficacia entre homens e mulheres (BIJUR et
al., 2008). Nosso resultado mais prolongado nos machos parece ocorrer devido a
variagao comportamental vista entre os grupos veiculos, onde as camundongas
fémeas, por serem mais agitadas, tiveram uma maior variagdo comportamental.

Além do efeito antinociceptivo, a associagdo de doses sub efetivas de SNX-
482 e morfina ndo desencadearam efeitos adversos em nenhum dos sexos. Como
relatado anteriormente uma das preocupagdes do uso dos opioides é devido ao
surgimento de efeitos adversos (HYLANDS-WHITE; DUARTE; RAPHAEL, 2017).
Além disso, toxinas peptidicas que bloqueiam os CCDV sao conhecidas por
desenvolverem efeitos adversos graves, principalmente motores (MALMBERG;
YAKSH, 1994). Nossos resultados demonstrando que apesar da potencializagao do
efeito antinociceptivo causado pela associacdo de doses sub efetivas de SNX-482 e
morfina, essa associagao parece nao potencializar o surgimento de efeitos adversos.
Estudos prévios demonstraram que a associacdo de morfina com um bloqueador do
CCDV Cav2.2 (Pha1p) foi capaz de potencializar o efeito antinociceptivo e reverter
alguns efeitos adversos causado pela morfina (TONELLO et al.,, 2020). Relatos
demonstram que a ativacao dos receptores p-opioides causam a inibicado dos canais
Cav2.2 através da ligagao direta das subunidades By da proteina G inibitéria que esta
acoplada aos receptores p-opioide, desencadeando assim um efeito analgésico
(WEISS; ZAMPONI, 2021).

Ap0bs evidenciar ao papel pré nociceptivo do Cav2.3 a nivel medular, fomos
investigar o papel do Cav2.3 a nivel local periférico. Para isso, realizamos uma
administragcdo plantar no local da incisdo no momento trans-operatério com o
bloqueador do Cav2.3, SNX-482. Como controle positivo, utilizamos o anestésico
local bupivacaina, que ja foi demonstrado que reduziu a atividade espontanea

neuronal na medula espinhal de ratos submetidos a incisdo (BANIK; BRENNAN,



81

2004; XU; BRENNAN, 2009). Em nossos resultados, a bupivacaina ocasionou um
efeito antinociceptivo 15 minutos apds tratamento, perdendo o efeito apds esse
tempo. A nocicepgao espontanea nao foi reduzida apds o tratamento com a
bupivacaina, entretanto, nossas avaliagées foram apds 2 horas onde talvez o efeito
da bupivacaina ja tenha sido perdido. O nosso tratamento no local da incisdo com
SNX-482 nao alterou a nocicepcgao induzida pela incisdo em nenhum tempo e em
nenhum dos parametros avaliados. Em um estudo que utiliza animais com delegao
génica para o Cav2.3 ha evidéncias de efeitos nociceptivos e antinociceptivos,
demonstrando que o Cav2.3 pode agir de maneira distinta a nivel espinhal e nos
outros tecidos envolvidos na transmissao nociceptiva (SAEGUSA et al., 2000). Assim,
o Cav2.3 parece agir de diferentes maneiras em todo o sistema de transmissao da
dor e seu efeito pro-nociceptivo na dor pés-operatoria parece ocorrer a nivel medular,
mas nao a nivel periférico.

Além de um componente inflamatoério inerente a lesdo tissular durante a
cirurgia, a dor pos-operatoria pode ter um componente neuropatico relevante
(RICHEBE; CAPDEVILA; RIVAT, 2018). Para verificar o papel do Cav2.3 na dor
neuropatica, também investigamos durante a realizagdo do doutorado um possivel
efeito antinociceptivo do SNX-482 em modelo de neuropatia relacionada ao HIV (NS-
HIV, manuscrito submetido para publicagdo), ja que evidéncias que relacionam a
participacdo do Cav2.3 em modelos de dor neuropatica ainda sdo muito escassas.
Um estudo mostrou que o tratamento intratecal com SNX-482 reduziu as respostas
nocivas neuronais no corno dorsal da medula de ratos apés um modelo de dor
neuropatica por lesdao nervosa (SNL) (MATTHEWS et al., 2007). Outro estudo usou
um bloqueador dual do Cav2.1 e do Cav2.3, a Tx3-3, que reduziu a hiperalgesia e as
respostas neuronais no corno dorsal da medula de roedores apds modelo de dor
neuropatica (DALMOLIN et al., 2011; RIGO et al., 2013).

No presente estudo, a NS-HIV foi induzida pela injecdo intratecal da
glicoproteina do envelope viral (gp120) e pelo tratamento endovenoso com o
antirretroviral estavudina (d4T) em camundongos (Figura suplementar 1, Apéndice II).
Inicialmente, também verificamos um aumento do Cacnale no DRG, mas ndo na
medula espinhal ou na pela da pata, 13 dias ap6s a indugdo da neuropatia. O
tratamento intratecal com SNX-482 induziu um efeito antinociceptivo (uma hora) apos
o tratamento, mas n&o foi capaz alterar os comportamentos afetivo motivacionais

causadas pelo modelo de NS-HIV. Na verdade, evidéncias demonstram que os
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componentes de dor sensorial e afetiva respondem de maneiras diferentes frente a
intervengdes farmacologicas em condicbes de dor neuropatica (GILRON; TU;
HOLDEN, 2013). Assim, parece que o Cav2.3 espinhal tem um pequeno papel na
hiperalgesia induzida pelo NS-HIV, mas outros receptores e canais podem ser mais
relevante nesse tipo de dor neuropatica.

Apos, fomos investigar o papel do Cav2.3 a nivel local periférico. Para isso,
realizamos uma administragao intraplantar com o SNX-482. O nosso tratamento local
com SNX-482 nao alterou a hiperalgesia induzida pelo modelo de NS-HIV em nenhum
tempo e em nenhum dos parametros avaliados (Figura suplementar 2, Apéndice II).
Assim, o Cav2.3 parece agir de diferentes maneiras em todo o sistema de
transmissao da dor. Com esses dados concluimos que o Cav2.3 ndo possui um papel
local periférico importante na nocicep¢ado induzida pelo NS-HIV e que a sua

participacao a nivel medular é limitada e precisa ser mais estudada.
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7. CONCLUSAO

Nossos resultados demonstraram que o Cav2.3 tem um papel proé-nociceptivo
na indugdo da dor pos-operatoria. Assim, tanto a redugéo da expressao quanto o
bloqueio farmacolégico do CCDV Cav2.3 apresentaram efeito antinociceptivo no
modelo de dor pds-operatéria em camundongos. Além disso, a utilizagcdo do
bloqueador do Cav2.3 como adjuvante a terapia opioide demonstrou ter efeitos
antinociceptivos promissores no modelo de dor pds-operatoria. Deste modo, o Cav2.3
€ um alvo potencial para o desenvolvimento de terapias mais eficazes e seguras para

o tratamento da dor pds-operatéria.
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ESTRATEGIA DE BUSCA USADA NA REVISAO

Construimos nossa estratégia de busca usando o PRISMA para reviséo de
escopo (PRISMA-ScR). Alguns critérios de inclusdo foram utilizados em nossa busca
como: todos os anos de publicacao e artigos escritos em inglés foram incluidos, em
relagcdo a populacédo foram incluidos artigos que utilizaram humanos, animais de
laboratdrio e que utilizaram cultura de células. Estudos que tiveram qualquer desfecho
relacionado a dor ou usaram qualquer composto com  efeito
analgésico/antinociceptivo foram excluidos, artigos com qualquer outro desfecho que
nao esta relacionado a dor foram excluidos (PHAM et al., 2014).

Para identificar os estudos utilizamos as bases de dados Medline (PubMed)
e SCOPUS. A estratégia de busca foi desenhada utilizando os descritores
bibliograficos. A busca foi realizada até maio de 2022. Os resultados finais da busca
foram exportados para o Mendeley e a estratégia de busca pode ser encontrada

abaixo:

Tabela suplementar 1 — Estratégia de busca final utilizada.

Estratégia de busca Descritores utilizados
usada no PubMed
Intervencédo Cav2.3: | ("Calcium Channels, R-Type"[Mesh] OR "cav2.3" OR "CACNA1E" OR
"a1e" OR "r-type channels" OR "R-type calcium channel" OR "class E
calcium channel" OR "a1e" OR "alpha1e" OR "R-type Ca2+ channels" OR
"R-type channel" OR "R-channel" OR "R-type calcium channels" OR
"CaV2.3" OR "CaV2.3 calcium channels" OR "Cav2.3 calcium channels"
OR "Cav2.3" OR "calcium channel alpha 1e" OR "R-type calcium channel"))
Desfecho dor: ("pain" [MeSH Terms] OR analgesic OR analgesia OR nociception OR
nociceptive OR antinociceptive OR antinociception OR antihyperalgesic
OR hyperalgesia OR hypersensitivity OR hyposensitivity OR allodynia OR
"neuropathic pain" OR "neuropathic" OR "Von-Frey filament" OR "vonFrey"
OR "von frey")

Estratégia de busca Descritores utilizados

usada no SCOPUS
Intervengéo Cav2.3: | cav2.3 OR voltage gated calcium channel r-type OR voltage dependent
calcium channel r-type OR voltage gated calcium channel Cav2.3 OR
voltage dependent calcium channel Cav2.3 OR VGCC r-type OR calcium
channel r-type OR VGCC Cav2.3 OR voltage sensitive calcium channel r-
type OR VSCC r-type OR CACNA1E OR ale OR r-type channels OR R-
type calcium channel OR class E calcium channel OR R-type channel OR
R-type calcium channels OR CaV2.3 calcium channels OR Cav2.3 calcium
channels OR Cav2.3 R-type Ca2+ channel OR calcium channel alpha 1e
OR R-type calcium channel

Desfecho dor: pain OR analgesic OR analgesia OR nociception OR nociceptive OR
antinociceptive OR antinociception OR antihyperalgesic OR hyperalgesia
OR hypersensitivity OR hyposensitivity OR allodynia
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Critérios de inclusado e excluséo:

1- Artigos clinicos e néo clinicos originais foram incluidos;

2- Todas as populagdes foram incluidas;

3- Estudos utilizando qualquer intervencdo no Cav2.3 com desfechos
relacionados a dor foram incluidos;

4- Artigos de revisdo foram excluidos;

5- Artigos que ndo estavam em inglés foram excluidos;

6- Estudos que ndo avaliaram o Cav2.3, mas outros canais foram excluidos;

7- Estudos que ndo avaliam nenhum desfecho relacionado a dor foram excluidos,
como artigos que avaliaram epilepsia, secrecdo de insulina, problemas

cardiacos etc.

Para organizar melhor os estudos nds os agrupamos em cinco categorias: 1)
estudos que verificaram a expressao do Cav2.3 em vias relacionadas a transmissao
da dor; 2) estudos que utilizaram cultura de células de neurdnios que expressam o
Cav2.3 que verificaram a inibicao das correntes tipo R por moléculas que possuem
algum efeito tipo-analgésico; 3) estudos que utilizaram bloqueadores do canal Cav2.3
e verificaram sua modulagdo na transmissédo nociceptiva; 4) estudos que utilizaram
ferramentas que modulam o Cav2.3 e verificaram o surgimento de efeito tipo
analgésico em modelos animais de dor e 5) estudos que verificaram a participacao
do Cav2.3 em condi¢bes dolorosas na clinica (SENA et al., 2007). O fluxograma com

os estudos encontrados na revisdo pode ser encontrado abaixo:
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Figura Suplementar 1 — Fluxograma da reviséao.

Identificagao

Elegibilidade/Incluido Triagem

Analise qualitativa

Estudos
Estudos identificados: Estudos excluidos identificados por
PubMed (n = 66) —— | antes da triagem: citagbes
Scopus (n = 54) Duplicatas (n = 5) secundarias:
(n=8)

i

Triagem de estudos apods
remogao das duplicatas
(n=115)

i Estudos excluidos
(Titulo e resumo):

L Intervengéo (n = 15)
Estudos apés triagem - > Desfecho (n = 50)

(n=32) Publicagéo (n = 17)

i Idioma (n=1)

Estudos apoés adigéo de
citagcbes secundarias
(n=40)

A

l Categorias

(Texto completo):
1) Expresséo (n = 12)
EEE— 2) Inibigéo (n = 15)
3) Modulagao (n = 10)
4) Nao clinicos (n =13

Estudos incluidos na analise
qualitativa (n = 40)

5) Clinicos (n = 3)

Qualidade dos estudos em animais:

Relatam n (n = 12)

EStUd,OS nao clir]if:OS Relatam cegamento (n = 8)
|ncIU|dos.na.anaI|se Relatam randomizacéo (n = 4)
qualitativa > Relatam conflito de interesse (n = 9)

(n=13) Relatam temperatura (n = 6)

Relatam espécie (n = 13)
Relatam sexo (n = 10)

Fonte: Autora 2022.
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Neuropatia sensorial relacionada ao HIV (NS-HIV)

O modelo experimental de NS-HIV foi induzido pela administragao sistémica
do agente inibidor nucleosideo da transciprtase reversa estavudina (d4T) (WALLACE
et al., 2007) (dia O e 4), de forma concomitante ou ndo com a administragao intratecal
da proteina HIV-gp120 (MILLIGAN, et al. 2000) (dia 0, 3 e 6). Foram realizados os
tratamentos para bloqueio e inibicdo do Cav2.3 por volta do 13° dia, com posteriores

avaliagdes dos comportamentos nociceptivos.

Caracterizacao do modelo NS-HIV em camundongos

A inducdo do modelo de NS-HIV foi induzida com injecbes endovenosas com
o antiretroviral estavudina (d4T) e com injecbes intratecais com a proteina do
envelope viral gp120 em camundongos fémeas de acordo com o protocolo
experimental (Figura suplementar 1A). O modelo foi capaz de diminuir os limiares de
retirada da pata dos animais a partir do terceiro dia apds o inicio da indugao do modelo
e o pico de hiperalgesia mecanica foi visto no 13° dia. Essa queda do limiar foi vista
até o 28° dia apds o inicio da indugdo do modelo (Figura suplementar 1B). A modelo
de NS-HIV foi capaz de induzir o aumento do comportamento afetivo motivacional a
partir do 6° dia apds o inicio da indugao do modelo e esse aumento nos escores
nociceptivos perdurou por 28 dias apds o inicio da indugdo do modelo (Figura
suplementar 1C).

Foi verificado que ha um aumento significativo nos niveis de mRNA para os
genes que codificam o Cav2.1 (Cacnala), Cav2.2 (Cacna1b) e Cav2.3 (Cacnale) no
GRD de camundongos fémeas neuropaticas. Verificamos também um aumento
significativo nos niveis de mRNA para o Cav2.3 (Cacnae) na pele da pata de fémeas
neuropaticas. Além disso, foi observada uma diminuicdo nos niveis mRNA para o
marcador de astrocitos (Gfap) no GRD, medula espinhal e pele da pata de
camundongos fémeas neuropaticas. Além do mais, foi visto uma diminuicdo nos
niveis MRNA para o marcador de microglia (Aif1) na medula espinhal e uma
diminuigdo para o Cav2.1 (Cacnala) na pele da pata de camundongas fémeas
neuropaticas (Figura suplementar 1D).
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Figura suplementar 2 — Decurso temporal da nocicepg¢ao induzida pelo modelo NS-
HIV em fémeas C57BL/6. Caracterizagdo do modelo de NS-HIV em camundongos
fémeas. A — Desenho experimental do protocolo de indugcdo de NS-HIV em
camundongos fémeas. B - Decurso temporal do efeito do NS-HIV na hiperalgesia
mecanica (Limiar de retirada da pata 50% (g)). C — Escore de hiperalgesia mecénica
(Soma dos escores apoés aplicagao dos filamentos de vonFrey). D — Niveis de
expresséao transcricional avaliados por gPCR para IBA-1 (Aif1), canais de calcio do
tipo-P/Q (Cacna1a), e tipo-N (Cacna1b), GFAP (Gfap), no GRD, na medula espinhal
e na pele da pata, no 13° dia apds indugao do modelo de NS-HIV ou em animais que
receberam veiculo (fold-change log 2). Dados expressos como média + E.P.M. (n=8
por grupo e D n = 4-5 por grupo) foram realizados de 2-3 grupos experimentais
independentes, B-C foram analisados pela analise de varidancia (ANOVA) de duas
vias com medidas repetidas seguidos pelo pds teste de Sidak. (D) Dados expressos
como média normalizados por log de 2, analisados por teste-t de Student ndo pareado
(n = 3-4 por grupo), *p < 0,05; **p < 0,01 e ***p < 0,001 comparados com grupo
veiculo. (B) = basal. O teste de Grubb foi usado para detec¢ao de possiveis outliers
e nenhum outlier foi encontrado.
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O modelo de NS-HIV foi capaz de induzir hiperalgesia nos animais e de acordo
com os dados obtidos nessa caracterizacao o 13° dia foi escolhido como tempo ideal
para a realizagao dos tratamentos, visto que nesse dia ocorre o pico da hiperalgesia.
Os experimentos realizados com esse modelo foram realizados todos em fémeas,

pois a prevaléncia da neuropatia relacionada ao HIV € maior em mulheres do que nos

homens.

Efeito do tratamento com pregabalina e SNX-482 no modelo de NS-HIV
A pregabalina é usada clinicamente para o tratamento de neuropatias e € um

farmaco cujo mecanismo de acdo é bloquear a subunidade a2d dos CCDV.
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Considerando isso, foi utilizado o tratamento oral com a pregabalina (30 mg/kg) no
13°dia como controle positivo. O tratamento com a pregabalina foi capaz de reverter
a queda no limiar de retirada da pata dos animais a partir de 30 minutos apds o
tratamento oral e o efeito antinociceptivo foi visto por até duas horas apés o
tratamento (Figura suplementar 2B). Infelizmente o tratamento com a pregabalina ndo
foi capaz de reverter o comportamento afetivo motivacional em nenhum dos tempos
avaliados (Figura suplementar 2C).

O mesmo protocolo experimental foi utilizado para realizar o tratamento
intratecal com o SNX-482 (0,3 nmol/sitio) no 13° dia apds o inicio da indugéo do
modelo. O tratamento com o bloqueador do Cav2.3 foi capaz de reverter a queda no
limiar de retirada da pata dos animais apenas uma hora apdés o tratamento intratecal
(Figura suplementar 2D). Nao foi vista uma redugdao no comportamento afetivo

motivacional em nenhum dos tempos avaliados (Figura suplementar 2E).

Figura suplementar 3 — Decurso temporal do efeito antinociceptivo do tratamento com
pregabalina ou SNX-482 no NS-HIV em fémeas C57BL/6. Efeito antinociceptivo do
tratamento (13° dia apo6s indugcdo da NS-HIV) com pregabalina (30 mg/kg, v.0.) (B e
C) ou SNX-482 (0,3 nmol/sitio, i.t.) (D e E) na NS-HIV em camundongos fémeas. A —
Desenho experimental do protocolo de tratamento (no 13° dia apds indugéo do NS-
HIV) com pregabalina (30 mg/kg, v.0.) ou SNX-482 (0,3 nmol/sitio, i.t.) na NS-HIV. B
e D — Verificagao da hiperalgesia mecanica (Limiar de retirada da pata 50% (g)). C e
E — Escore de hiperalgesia mecéanica (Soma dos escores apds aplicagdo dos
filamentos de vonFrey). Dados expressos como média + E.P.M. (n = 8 por grupo) 2-3
blocos experimentais independentes, analisados por analise de variédncia (ANOVA)
de duas vias com medidas repetidas seguido pelos pos-testes de Sidak (comparados
ao grupo controle) e Tukey (comparados com basal). *p < 0,05; **p < 0,01; e ***p <
0,001 comparados com veiculo. (B) = basal. Teste de Grubb foi aplicado para
deteccao de possiveis outliers e nenhum outlier foi detectado.
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Para verificar se o Cav2.3 estaria participando da nocicepg¢ao induzida pelo
NS-HIV de uma maneira mais local foi realizado o tratamento intraplantar com o SNX-
482. O tratamento intraplantar com o SNX-482 também foi realizado no 13° dia apos
0 inicio da indug¢ao do modelo. Primeiramente foi testado SNX-482 com a dose de 0,3
nmol/sitio, esta € a mesma dose utilizada no modelo de POP. No entanto, esta dose
nao foi capaz de reverter a hiperalgesia mecanica (Figura suplementar 3A) e nem o
comportamento afetivo motivacional (Figura suplementar 3B) induzida no modelo de
NS-HIV. Considerando que o tratamento intraplantar € um tratamento que permanece
contido no local do tratamento hipotetizamos que a nossa dose de 0,3 nmol/sitio pode
ser considerada uma dose muito elevada para esse tratamento local e com isso nosso
bloqueador poderia estar agindo em outros alvos e causando o efeito nociceptivo.
Além disso, o tempo de 13 dias para o tratamento pode ndo ter aumento os niveis de
mRNA para o bloqueio do Cav2.3 pelo SNX-482. Visando isso, realizamos um novo
tratamento intraplantar com uma dose menor de SNX-482 (0,003 nmol/sitio) no 20°
dia apds o inicio da indugao do modelo. Infelizmente essa dose também nao foi capaz
de reverter a hiperalgesia e o comportamento afetivo motivacional induzido pelo NS-
HIV (Figura suplementar 3C e D, respectivamente).
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Figura Suplementar 4 — Tratamento com SNX-482 local no NS-HIV em fémeas
C57BL/6. Efeito do tratamento local (13° dia apds indugao da NS-HIV) com SNX-482
(0,3 nmol/sitio, i.pl.) (B e C) ou SNX-482 (0,003 nmol/sitio, i.pl.) na NS-HIV em
camundongos fémeas. A — Desenho experimental do protocolo de tratamento local
(no 13° dia apds indugédo do NS-HIV) com SNX-482 (0,3 ou 0,003 nmol/sitio, i.pl.) na
NS-HIV. B e D — Verificagdo da hiperalgesia mecanica (Limiar de retirada da pata
50% (9)). C e E — Escore de hiperalgesia mecéanica (Soma dos escores apés aplicagéo
dos filamentos de vonFrey). Dados expressos como média + E.P.M. (n =4 por grupo)
2-3 blocos experimentais independentes, analisados por analise de variancia
(ANOVA) de duas vias com medidas repetidas seguido pelos pos-testes de Sidak
(comparados ao grupo controle) e Tukey (comparados com basal). *p < 0,05; **p <
0,01; e *™*p < 0,001 comparados com veiculo. (B) = basal. Teste de Grubb foi aplicado
para deteccao de possiveis outliers e nenhum outlier foi detectado.
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Com esses dados concluimos que o Cav2.3 parece nao possuir um papel local
importante na nocicepg¢ao induzida pelo NS-HIV e que a sua participagcdo a nivel

medular é limitada e precisa ser mais estudada.
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