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RESUMO

A glicogénio sintase cinase 3 (GSK3) ¢ uma cinase serina/treonina que
foi primeiramente isolada e purificada como uma enzima capaz de
fosforilar e inativar a enzima glicogénio sintase. Dentre as diversas
funcgdes reguladas pela GSK3 a inflamagao ¢ uma das mais importantes.
O presente estudo investigou o efeito do N-(4-metoxibenzil)-NO-(5-
nitro-1,3-tiazol-2-il)uréia (AR-A014418), um inibidor especifico da
GSK3, na nocicep¢ao aguda e crénica € 0s mecanismos neurobioldgicos
envolvidos nesse efeito. O pré-tratamento dos animais com AR-
A014418 (0,01-1 mg/kg, intraperitoneal, i.p., 30 minutos antes)
diminuiu a nocicep¢cdo aguda induzida pelo &cido acético e a
inflamatoria (segunda fase) causada pela formalina, sem afetar a
nocicep¢ao neurogénica (primeira fase) deste teste; ¢ o AR-A014418
(0,1-10 pg/sitio) co-injetado intraplantarmente (i.pl.) com a formalina
também inibiu a segunda fase deste modelo. Além disso, o AR-
A014418 (0,1-100 ng/sitio) injetado intratecalmente (i.t.) foi capaz de
diminuir a nocicepcao aguda nas duas fases do teste da formalina. A co-
administracdo de AR-A014418 intratecalmente (10 ng/sitio) reduziu a
nocicepg¢ao induzida pelo glutamato, N-metil-D-aspartato (NMDA); (£)-
l-aminociclopentano-trans-1,3-4cido dicarboxilico (trans-ACPD), fator
de necrose tumoral alfa (TNF-a) e interleucina-1 beta (IL-10). Em outro
grupo experimental, o AR-A014418 (0,3 mg/kg, i.p.) também diminuiu
a nocicep¢do cronica, caracterizada pela hiperalgesia ao estimulo
mecanico (filamento de von Frey) e térmico ao frio (placa fria) causada
pela ligacdo parcial do nervo isquidtico (PSNL), um modelo de dor

neuropatica. O efeito antinociceptivo do AR-A014418 foi



significativamente reduzido pelo pré-tratamento dos animais com PCPA
(100 mg/kg, 1.p., um inibidor da sintese de serotonina) e AMPT (100
mg/ kg, i.p., um inibidor da tirosina hidroxilase), mas nao pela
administragdo de L-arginina (600 mg/kg, i.p., um precursor do 6xido
nitrico). Além disso, o AR-A014418 (0,3 mg/kg, i.p.) preveniu o
aumento dos niveis das citocinas TNF-a e IL-1p na medula espinal de
camundongos submetidos a PSNL. Finalmente, a administracdo de AR-
A014418 (0,1-1 mg/kg, i.p.) nao afetou a atividade locomotora dos
animais. Coletivamente, estes resultados fornecem evidéncias de que o
AR-A014418, administrado pelas vias sist€émica, periférica e central;
diminuiu a nocicepg¢do aguda e cronica em camundongos. O mecanismo
da acdo antinociceptiva do AR-A014418 esta relacionado, direta ou
indiretamente, com a inibi¢do dos receptores glutamatérgicos
ionotropicos e metabotropicos e/ou pela inibicdo de citocinas pro-
inflamatorias (TNF-a e IL-1PB), bem como pela ativagdo de vias de
controle inibitério descendentes da dor (serotoninérgicas e
catecolaminérgicas). Assim, o presente trabalho demonstra que a
inibicdo da GSK3 pode ser um novo e interessante alvo farmacologico

no tratamento da dor aguda e cronica.

Palavras-chave: GSK3, AR-A014418, nocicepgao, glutamato, citocinas.



ABSTRACT

Glycogen synthase kinase 3 (GSK-3) is a serine/threonine kinase that
was first isolated and purified as an enzyme capable of phosphorylating
and inactivating the enzyme glycogen synthase. Among the diverse
functions that are regulated by GSK3, inflammation has recently
emerged as one of the most important. The present study investigated
the antinociceptive effects of N-(4-methoxybenzyl)-NO -(5-nitro-1,3-
thiazol-2-yl)urea (AR-A014418), a specific inhibitor of GSK3 in acute
and chronic nociception and the neurobiological mechanisms involved.
A 30-minute pretreatment with AR-A014418 (0.01-1 mg/kg,
intraperitoneal, 1.p.) inhibited the nociception induced by an i.p.
injection of acetic acid and also decreased the late (inflammatory) phase
of formalin-induced licking, without affecting the responses of the first
(neurogenic) phase. In a different set of experiments, AR-A014418 (0.1-
10 pg/site) coinjected intraplantarly (i.pl.) with formalin inhibited the
late phase of formalin-induced nociception. Furthermore, AR-A014418
intrathecal (i.t.) administration (0.1-100 ng/site) inhibited both phases of
formalin-induced licking. In addition, AR-A014418 coinjection (i.t.)
inhibited the nociception induced by glutamate, NMDA, (£)-1-
aminocyclopentane-trans-1,3-dicarboxylic acid (trans-ACPD), tumor
necrosis factor-alpha (TNF-a), and interleukin-1beta (IL-1B). AR-
A014418 also presented an antihyperalgesic effect on the partial ligation
of the sciatic nerve (PSNL), a neuropathic pain model. AR-A014418
administered 1.p. (0.3 mg/kg) inhibited mechanical (von Frey filament)
and cold hyperalgesia (cold plate) induced by PSNL. Pre-administration
of PCPA (100 mg/kg, 1.p., inhibitor of serotonin synthesis) and AMPT



(100 mg/ kg, 1.p., inhibitor of tyrosine hydroxylase), but not L-arginine
(600 mg/kg, 1.p., a nitric oxide precursor), significantly reduced the
mechanical anti-hyperalgesia elicited by AR-A014418 (0.3 mg/kg, i.p.).
Furthermore, the administration of AR-A014418 (0,3 mg/kg)
significantly prevented the increase of TNF-a and IL-1p levels. Finally,
intraperitoneal administration of AR-A014418 (0.1-1 mg/kg, 1.p.) did
not affect locomotor activity in the open-field test. Collectively, these
results provide convincing evidence that AR-A014418, given by
peripheral, systemic, and central routes, produces antinociception in
acute and chronic pain models. The AR-A014418-dependent
antinociceptive effects were induced by modulation of the glutamatergic
system through metabotropic and ionotropic receptors and the inhibition
of the proinflammatory cytokines (TNF-a and IL-1B), as well as
increases in serotonergic and catecholaminergic pathways. The present
study suggests that the inhibition of GSK3 may be a novel

pharmacological target for the treatment of acute and chronic pain.

Key words: GSK3, AR-A014418, nociception, glutamate, cytokines.
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1 DESENVOLVIMENTO
1.1 NOCICEPCAO E DOR

E importante a distingdo conceitual entre nocicep¢io e dor
quando se utiliza modelos animais como ferramenta de estudo. De
acordo com a Associacdao Internacional para o Estudo da Dor (IASP), a
nocicep¢ao ¢ definida como “o processo neural de codificagdo e
processamento do estimulo nocivo”, enquanto a dor ¢ “uma experiéncia
emocional e sensorial desagradavel associada a dano tecidual real ou
potencial ou descrita em termos de tal dano” (LOESER; TREEDE,
2008).

Desta forma, a nocicepg¢ao inclui os mecanismos pelos quais os
estimulos sdo detectados pela parte periférica do sistema nervoso,
codificados, transmitidos, e inconscientemente modulados pelo sistema
nervoso. A deteccdo ¢ assegurada pelos transdutores moleculares
especificos presentes em neurdnios nociceptivos (BARROT, 2012). Em
contraste, a dor ¢ uma experiéncia consciente que requer participacao
cortical e informagdo aversiva da nocicepcdo. E uma experiéncia
complexa e subjetiva, com um forte componente afetivo, acompanhado
por elementos sensoriais-discriminativos, autondémicos € cognitivos.
Embora a nocicep¢ao e a dor parecam intimamente ligadas, evidéncias
clinicas provaram que uma pode ser dissociada da outra. Em pacientes, a
dor ¢ avaliada e quantificada pela expressdao verbal, que nao € possivel
em roedores. Assim, o que ¢ referido como testes de dor em roedores

sdao, de fato, testes nociceptivos; e a avaliacdo de dor em modelos
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animais ainda permanece como um desafio nesta area (BARROT,
2012).

A informacgdo sensorial periférica € transmitida a medula espinal
¢ ao tronco encefalico pelos neurdnios aferentes primarios (Figura 1).
Essas células desenvolvem-se inicialmente como células bipolares e
mais tarde tornam-se células pseudo-unipolares (KANDEL;
SCHWARTZ; JESSELL, 2003). As células ou neurdnios bipolares t€ém
um soma em forma oval, que origina dois processos: um dendrito que
transmite a informagdo proveniente da periferia do corpo € um axdénio
que leva tal informacgao até o sistema nervoso central. Os neurdnios que
transmitem o tato, a pressdo ¢ a dor para a medula espinal ou tronco
encefalico sdo variantes de células bipolares, chamadas de células
pseudo-unipolares (KANDEL; SCHWARTZ; JESSELL, 2003). Essas
células desenvolvem-se inicialmente como células bipolares, mais tarde,
os dois processos da célula se fundem para formar um axonio que
emerge do corpo celular. O axdnio entdo divide-se em dois; um ramo
dirige-se a periferia (aos receptores sensoriais na pele, nas articulagdes e
no musculo), e o outro a medula espinal ou tronco encefilico
(KANDEL; SCHWARTZ; JESSELL, 2003). Os corpos celulares dos
neurdnios pseudo-unipolares se localizam no ganglio da raiz dorsal
(DRG) ou ganglio do nervo trigémio (TG) (WOOLF; MA, 2007,
MILLER et al., 2011).
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Figura 1 - Neuronio aferente primario.
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Legenda: Neurdnios nociceptivos responsivos a estimulos nocivos apresentam
terminagdes nervosas livres distribuidas no tecido alvo, por exemplo, a pele. O corpo
do neuroénio se localiza no ganglio da raiz dorsal (DRG) ou no ganglio do nervo
trigémio (TG). Esses neurdnios armazenam substancias neurogénicas, tais como:
substancia P (SP), peptideo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP) e glutamato,
em vesiculas (circulos brancos) e as liberam na periferia e na medula espinal,
quando estimulados. A glutaminase, a enzima que atua na sintese do glutamato, ¢
produzida no corpo celular e € translocada para a mitocondria (retdngulos amarelos)
e enviada para os terminais nervosos. O glutamato, por sua vez, pode ser sintetizado
nos terminais nervosos periféricos e espinais.

Fonte: adaptada de Miller et al. (2011).

Os neur6nios aferentes primarios podem ser classificados em
duas categorias amplas. Em uma delas os neurdnios conduzem
sensagOes proprioceptivas, vibratorias ou discriminativas associadas a
receptores celulares periféricos, tais como: fusos neuromusculares,
corpusculos de Meissner ¢ corpusculos de Pacini. No subtipo “A” os
corpos celulares possuem grandes diametros, localizados no DRG e TG,
e possuem axoOnios de grande didmetro, altamente mielinizados e de

conducdo rapida, fibras Aa e AP. A segunda categoria, subtipo “B”, ¢

composta por neurdnios que transmitem informacgao térmica indcua ou
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informacdo nociva e possuem fibras distribuidas como terminagdes
nervosas livres nos tecidos periféricos. Os corpos celulares (DRG e TG)
podem variar no diametro de grande a pequeno e possuir axonios
mielinizados e nao mielinizados, constituindo as fibras nervosas do tipo
AR, Ad e C (MILLER et al., 2011).

Os neuronios aferentes primdrios responsivos a estimulos de
carater nocivo sdo denominados nociceptores e sao classificados em
duas categorias gerais. Os nociceptores cutaneos Ad € AP possuem
fibras pouco a altamente mielinizadas, respectivamente, e sao
responsaveis pela sensagcdo de dor rapida e aguda, enquanto que os
nociceptores C possuem fibras nado-mielinizadas e produzem uma
sensacdo de dor tardia (Figura 2) (FANG et al., 2005; WILLIS, 2007).
Com relagdo a responsividade sensorial e a condutincia, estes neurdnios
liberam substancias na periferia que produzem inflamagao neurogénica,
caracteristico desta inflamagdo € a liberacdo de neuropeptideos, como
substancia P (SP) e peptideo relacionado ao gene da calcitonina
(CGRP), que possuem acdes pro-inflamatorias, tais como:
vasodilatagdo, extravasamento de plasma e estimulacdo de células
teciduais residentes e imunes (O’CONNOR et al., 2004). Além disso, os
terminais nervosos  periféricos liberam  glutamato  (principal
neurotransmissor excitatorio), causando sensibilizagcao do tecido local e
dos terminais aferentes vizinhos (SKERRY; GENEVER, 2001;
CAROZZ1; MARMIROLI; CAVALETTI, 2008). A capacidade das
terminacdes nervosas periféricas de liberarem glutamato apods tipos
especificos de estimulagao indica que os neurdnios sao glutamatérgicos
e podem participar do ciclo metabdlico periférico da glutamina

(MILLER; RICHARDS; KRIEBEL, 2002; MILLER et al., 2011).
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Figura 2 - Nocicepgao.
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Legenda. A sinalizagao de dor ¢ transmitida para o corno dorsal da medula espinal
através dos nociceptores. A dor nociceptiva, como uma alfinetada no pé, leva a
liberacdo de transmissores da dor pelos terminais aferentes primarios que se
projetam para as laminas I, IV e V do corno dorsal da medula espinal. E notavel que
as fibras AP, Ad e C se projetam para as laminas II-VI em menor grau, mas podem
alterar a atividade dos neurdnios de projecdo a dor. Entretanto, posteriormente a
lesdo tecidual e inflamagdo da pele, os sinais de inflamagao cronica sdo liberados
pelas células circundantes no terminal nervoso periférico e levam a sensibilizagdo
dos nociceptores. Tais fatores incluem, mas ndo estdo limitados a: adenosina, e seus
compostos mono ou polifosforilados (monofosfato de adenosina [AMP], difosfato
de adenosina [ADP] e trifosfato de adenosina [ATP]), bradicinina, glutamato,
histamina, IL-1 (interleucina-1), IL-6, fator de crescimento do nervo (NGF), fator de
ativagdo plaquetaria (PAF), prostaglandina E2, prétons, serotonina (5-HT), SP, fator
de necrose tumoral-a (TNF-a). A sinalizagdo nociceptiva do DRG ¢ entdo
retransmitida ao corno dorsal da medula espinal, tronco encefélico e encéfalo, onde
ocorre a experiéncia dolorosa. O desenho esquemadtico a esquerda mostra uma
seccao transversa da medula espinal incluindo o corno dorsal da medula espinal e o
DRG. O DRG contém os neurdnios sensoriais pseudo-unipolares. Os corpos
celulares dos neurdnios nociceptivos se localizam no DRG e sdo amplamente
classificados nos tipos: grandes e pequenos. Os estudos de marcacao
imunoistoquimica mostram que as fibras C de conducdo lenta e as fibras Ad tém
corpos celulares de pequeno didmetro, enquanto que as fibras AP com velocidade de
condugdo mais rapida, possuem corpos celulares maiores.

Fonte: adaptada de Milligan e Watkins (2009).
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Levando em consideracdo a importancia do glutamato na
periferia e na transmissdo sindptica entre o neurdonio aferente primario e
os neurénios de segunda ordem (Figuras 1 e 2), analisaremos alguns

detalhes essenciais desse neurotransmissor.
1.1.1 Neurotransmissao glutamatérgica

Embora tenha-se conhecimento ha mais de 75 anos que o
glutamato exerce efeitos na parte central do sistema nervoso, somente
em 1984 ele foi realmente considerado como um neurotransmissor,
preenchendo todos os critérios necessarios para um neurotransmissor
classico (FONNUM, 1984). O glutamato foi originalmente estudado por
sua fung¢dao metabolica no sistema nervoso central (CNS) (KREBS,
1935), foi encontrado em numerosos compartimentos intracelulares,
incluindo o citosol e a mitocondria, em todos os tipos celulares
existentes no CNS. Atualmente sabe-se que os niveis de glutamato
extracelular sdo altamente regulados, sendo considerado o principal
neurotransmissor excitatorio no CNS dos mamiferos. Este controle da
neurotransmissao glutamatérgica ¢ um processo que consome energia,
requerendo altos niveis de glicose e consumo de oxigénio (NICIU;
KELMENDI; SANACORA, 2012).

O glutamato liberado pelos neur6nios pré-sindpticos pode
interagir com receptores para o glutamato pds-sinapticos, incluindo
cainato, « -amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolepropionato (AMPA) e
N-metil-D-aspartato (NMDA). Além disso, ele pode interagir com
receptores metabotropicos para o glutamato (mGLURs) em neurdnios

pré- e pos-sinapticos (HASHIMOTO, 2011). O glutamato liberado ¢
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captado pelas células gliais através de transportadores para aminoacidos
excitatorios (EAATSs), e convertido a glutamina, que ¢ transportada de
volta aos neurdnios pré-sindpticos sendo reconvertida a glutamato

(HASHIMOTI, 2009; 2011) (Figura 3).

Figura 3 - Principais componentes funcionais dos neurdnios

glutamatérgicos.

Neurénio pré-sinaptico glutamatérgico
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Lege
nda: A glutaminase hidrolisa a glutamina a glutamato e amonia em neuronios pré-
sinapticos. O glutamato ¢ liberado na fenda sinaptica e estimula os receptores
glutamatérgicos (receptores AMPA, cainato, NMDA e metabotropicos) pre-
sindpticos, pos-sinapticos e nas células gliais. O glutamato ¢ captado pelos EAATSs
encontrados nas células gliais. A glutamina sintetase converte glutamato e amonia a
glutamina, que ¢ transportada para os neurdnios pré-sinapticos. AMPAR, receptor a-
amino-3-hidroxi-5-metil-4-acido propidonico isoxazole; NMDAR, receptor N-metil-
D-aspartato; mGluR, receptor metabotropico para o glutamato; EAAT, transportador
de aminoacido excitatério; Gln, glutamina; Glu, glutamato.
Fonte: adaptada de Tokita, Yamaji e Hashimoto (2012).

Conforme informacoes supracitadas 0s receptores

glutamatérgicos podem ser divididos em 2 categorias: receptores



28

ionotropicos e receptores metabotropicos (Figura 4). Os receptores
ionotropicos para o glutamato sdo canais i6nicos por onde passam
cations (Ca2+, Na"), sendo que mudancas conformacionais abrem o canal
em resposta a ligacdo do agonista. Os receptores metabotropicos, por
outro lado, ativam ou inibem o sistema de mensageiros secundarios

através de proteinas G (NICIU; KELMENDI; SANACORA, 2012).

Figura 4 - Classificacdo dos receptores e transportadores para o

glutamato.
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Fonte: adaptada de Osikowicz, Mika, Przewlocka (2013).

Os receptores ionotropicos para o glutamato formam complexos
tetraméricos de subunidades heteroméricas/individuais. Uma das
caracteristicas mais intrigantes dos receptores ionotrdépicos para o
glutamato ¢ a diversidade de propriedades dos canais baseada na
composi¢ao ¢ padrao de expressao de suas subunidades (NICIU;
KELMENDI; SANACORA, 2012).

Como neste trabalho foram utilizados somente o agonista para o

receptor ionotrépico NMDA e o agonista para o0s receptores



29

metabotrépicos dos grupos I e II, (£)-1-aminociclopentano-trans-1,3-

acido dicarboxilico (trans-ACPD) suas propriedades serdo destacadas.

1.1.1.1 Receptores NMDA

Os receptores para NMDA possuem alta afinidade pelo glutamato
(ECsp=1uM). Trés familias de subunidades do receptor NMDA foram
identificadas: (1) NR1, (2) NR2A-D e (3) NR3A-B. Os receptores do
tipo NMDA estdo entre os mais altamente regulados no encéfalo de
mamiferos € o Unico em requerer co-agonistas para ativagao. Foram
identificados pelo menos seis sitios (locais) de ligagdo que regulam a
probabilidade de abertura do canal i6nico, locais para dois co-ligantes
obrigatorios (glutamato e glicina), poliaminas e cations (Mg2+, Zn™ e

H') (NICIU; KELMENDI; SANACORA, 2012) (Figura 5).

Figura 5 — Receptor NMDA .
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Legenda: Principais locais para agdo de farmacos no receptor NMDA.
Fonte: adaptada de Rang et al. (2007).
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Além disso, o Mg2+ atua como um “bloqueador do poro”
dependente de voltagem que evita o fluxo de cations (NOWAK et al.,
1984). O Zn™" ¢ um importante modulador alostérico dos receptores para
o glutamato do subtipo NMDA (NICIU; KELMENDI; SANACORA,
2012).

1.1.1.2 Receptores glutamatérgicos metabotropicos sensiveis ao trans-
ACPD

Diferente dos receptores ionotrdpicos para o glutamato que
dependem do fluxo de cations, os receptores metabotropicos para o
glutamato exercem seus efeitos através do recrutamento e ativagiao de
proteinas G heterotriméricas intracelulares e vias de transdugdo de sinal
downstream. Como todos os receptores acoplados a proteina G, os
receptores metabotropicos para o glutamato possuem sete dominios
transmembranares, com um dominio N-terminal extracelular ¢ um
dominio C terminal intracelular (NICIU; KELMENDI; SANACORA,
2012).

Os receptores metabotropicos para o glutamato (exceto o
mGIuR8) se localizam principalmente em locais peri-sindpticos e extra-
sinapticos em neurdnios ¢ células gliais ¢ modulam a atividade ¢ a
plasticidade sinapticas (NICIU; KELMENDI; SANACORA, 2012).

Ja foram identificados oito tipos de receptores metabotropicos
para o glutamato (mGluR1-8), que foram subdivididos em trés grupos
funcionais com base na homologia de aminoécidos, ligagdo de agonista
¢ ativagdo das cascatas de transducao de sinal (KIM et al., 2008). Os

receptores metabotropicos para o glutamato do grupo I consistem dos
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mGIluR1 e mGIluRS5. Eles causam seus efeitos downstream por dois
mecanismos: (1) fosfolipase C, através do inositol-1,4,5-trifosfato (IP3)
que libera Ca”™" dos estoques intracelulares e (2) diacilglicerol (DAG),
que estimula a proteina cinase C. Os receptores metabotropicos para o
glutamato do tipo II (mGluR2 e mGluR3) e os do grupo III (mGluR4-8)
estdo acoplados a proteinas G inibitérias (Gi) que diminuem o
monofosfato de adenosina ciclico (AMPc) intracelular através da
inibicdo da via adenilato ciclase/proteina cinase A (PKA) (NICIU;
KELMENDI; SANACORA, 2012).

De maneira semelhante a ativagao dos receptores ionotrdpicos, o
glutamato ativa os receptores metabotropicos com variados graus de
afinidade; agonistas, antagonistas ¢ moduladores foram identificados e
desenvolvidos para as varias classes e seus subtipos de receptores
(NICIU; KELMENDI; SANACORA, 2012).

Por outro lado, foi demonstrado também que a ativacdo pOs-
sinaptica de receptores metabotropicos para o glutamato modula a
atividade dos canais 106nicos, e, como previsto, se o agonista se liga aos
receptores metabotropicos para o glutamato, potencializa ou inibe a
atividade do canal, dependendo das cascatas de transducdao de sinal
downstream ativadas (NICIU; KELMENDI; SANACORA, 2012). Os
receptores metabotropicos para o glutamato localizados nas membranas
pré-sindpticas diminuem ambas, a neurotransmissdo glutamatérgica
excitatoria ¢ a GABAérgica inibitoria (acido gama-aminobutirico:
GABA) (PINHEIRO; MULLE, 2008).

O agonista trans-ACPD, que foi utilizado neste trabalho, ¢ um
agonista seletivo para os receptores metabotropicos para o glutamato

dos grupos I e II (ECsy de 2, 15, 23 e 800 uM para mGluR2, mGluR1,
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mGIluRS e mGIluR4, respectivamente) (NICIU; KELMENDI;
SANACORA, 2012) (Figura 6).

Figura 6. Representagdo dos receptores metabotropicos para o

glutamato.
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Legenda: Representacdo esquematica dos receptores metabotropicos para o
glutamato (mGlu) dos grupos I, II e III. O Glutamato se liga no seu sitio de ligacao
no dominio N-terminal extracelular dos mGlu e ativa o receptor. (a) Quando
ativados, os receptores mGlu do grupo I ativam proteinas Gq, compostas pelas
subunidades a, B e y. Subsequentemente, a fosfolipase C (PLC) ¢ ativada, que
catalisa a producdo de diacilglicerol (DAG) e inositol (1,4,5)-trifosfato
[Ins(1,4,5)P3;]. A DAG ativa a proteina cinase C (PKC), e a Ins(1,4,5)P; estimula a
liberacdo de Ca*" dos estoques intracelulares. (b) Quando ativados, os receptores
mGlu II e III ativam proteinas Gi/o, que inibem a atividade da adenilil ciclase (AC),
diminuindo as concentracdes intracelulares de AMPc.

Fonte: adaptada de Kenny e Markou (2004).
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Além da compreensdo da importdncia da neurotransmissao
glutamatérgica nas vias nociceptivas ¢ necessario lembrar que o sinal
aferente pode ser modulado por redes complexas que se localizam na
periferia, no corno dorsal da medula espinal ou em regides supra-
espinais (TODD, 2010; HURLEY; HAMMOND, 2000; KHASABOVA
et al., 2011). A seguir serdo definidos alguns sistemas endogenos de
controle da dor, com énfase nos sistemas serotoninérgico,

noradrenérgico e dopaminérgico.

1.1.2 Sistemas endogenos de controle da dor

Evidéncias dos mecanismos modulatérios da dor tiveram origem
a partir de observagdes de Henry K. Beecher em 1946, onde ele
observou que os soldados tinham uma atenuagao da dor sentida em
situagoes de combate (BEECHER, 1946). Posteriormente, foi observado
também que a sensibilidade a dor estava alterada em atletas que
sofreram lesdes durante as competi¢des (BINGEL; TRACEY, 2008).

A existéncia de um mecanismo endogeno que diminui a dor
através de uma rede inibitéria é aceito atualmente. A modulagdo
(facilitagdo ou inibi¢ao) da dor existe na forma de um circuito
modulatorio da dor, com aferéncias em multiplas areas, incluindo o
hipotdlamo, a amigdala, o cértex cingulado anterior rostral (rACC), se
dirige para a regido da substancia cinzenta periaquedutal (PAG), e com
eferéncias da PAG para o bulbo. Os neurdnios que se localizam no
nucleo magno da rafe e no nucleo reticular gigantocelular, que estao
incluidos no bulbo ventromedial rostral (RVM), se projetam para a

medula espinal (corno dorsal) para, direta ou indiretamente, aumentar ou
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diminuir o trafego nociceptivo, modificando a experiéncia da dor
(FIELDS; BASBAUM; HEINRICHER, 2005; OSSIPOV; DUSSOR;

PORRECA, 2010) (Figura 7).

Figura 7 - Representacao esquematica do circuito modulatério da dor.

Cortex \
— ) —
 —

PAG

A

LC

<4

RVM

N

DRt | ¢«—--—

s R

Legenda: As aferéncias nociceptivas chegam ao corno dorsal da medula espinal
pelas fibras aferentes primarias que realizam sinapses com os neurdnios de
transmissdo. As projecdes ascendentes t€ém como alvo o tdlamo, e projecdes
colaterais se dirigem para os nucleos mesencefalicos (incluindo o DRt [nucleo
reticular dorsal], o RVM [bulbo ventromedial rostral] e a PAG [substancia cinzenta
periaquedutal]). As proje¢des rostrais do tilamo tém como alvo o cortex e a
amigdala. O CeA [nucleo central da amigdala] recebe aferéncias nociceptivas do
tronco encefalico e medula espinal. Aferéncias do tdlamo e cortex chegam na
amigdala lateral (LA) e basolateral (BLA). O CeA envia eferéncias para o cortex e
talamo onde as percepcdes cognitivas e conscientes da dor sdo integradas. A
modulacdo descendente da dor ¢ mediada por projecoes da PAG, que também
recebe aferéncia de outros locais, incluindo o hipotdlamo (ndo mostrado na figura),
e se comunica com o RVM, bem como outros nucleos bulbares que enviam
projecdes descendentes para o corno dorsal da medula espinal. O locus coeruleus
(LC), recebe aferéncias da PAG, se comunica com o RVM e envia projecdes
inibitérias descendente noradrenérgicas para a medula espinal. Projecdes
antinociceptivas e pro-nociceptivas do RVM modulam negativamente e
positivamente as aferéncias nociceptivas e formam um sistema regulatorio
endogeno da dor. Tratos ascendentes (azul) e descendentes (vermelho) sdo
mostrados no esquema. O circulo com a letra H em seu interior representa a medula
espinal.

Fonte: adaptada de Ossipov, Dussor e Porreca (2010).
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A modulagdo da dor também pode ocorrer na parte periférica do

sistema nervoso, como ilustrado na Figura 8.

Figura 8 - Ilustracdo da lesdo periférica e do terminal periférico e central

do neur6nio aferente primario.
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Legenda: Os receptores periféricos sdo ativados por: estimulo nocivo, lesdo
tecidual e inflamacdo aguda; e enviam informacdo aferente ao corno dorsal da
medula espinal onde a transmissdo sindptica para as vias ascendentes esta sujeita a
modulacdo das vias descendentes, circuitos neuronais locais e uma variedade de
neuroquimicos. a) modulacdo neuroquimica da transmissdo sinaptica no corno
dorsal mostrando exemplos de receptores pos-sinapticos e canais i6nicos que sao
ativados pela liberacdo de aminoécidos excitatérios liberados pré-sinapticamente e
sensibilizados por citocinas liberadas por células gliais ativas apos a lesdo nervosa.
b) Mediadores periféricos da transducdo da dor apos lesdo tecidual: a inflamagao
leva a liberagcdo de numerosas substancias de mastdcitos, macrofagos e de células
lesionadas que atuam diretamente ou indiretamente para alterar a sensibilidade dos
receptores € canais 10nicos nos terminais nervosos periféricos. Esses receptores
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liberam mensageiros secundarios que ativam efetores como proteina cinase A
(PKA) e PKC que podem ativar outros receptores acoplados a membrana e a
transcricdo génica. A,, receptor para adenosina A,, ASIC, canais i6nicos sensiveis
a acido, B1/2, receptores 1 e 2 para bradicinina; CNS, sistema nervoso central,
EAAs, aminoacidos excitatorios, EP, receptor para prostagandina E; GABA, &cido
v- aminobutirico; GIRK, proteina G acoplada a corrente retificadora de entrada de
K'; Hy, receptor H, para histamina; 5-HT, 5-hidroxitriptamina; IL, interleucina, IL-
IR, receptor 1 para interleucina, M,, receptor muscarinico M,, NO, 6xido nitrico,
P2X;, receptor purinérgico Xj3; PAF, fator de ativacdo plaquetaria; PGs,
prostaglandinas; ROS, espécies reativas de oxigénio; TNF, fator de necrose
tumoral, TTXr, receptor tetrodotoxina; TrkA, receptor tirosina cinase A.

Fonte: adaptada de Woodcock, Witter e Dionne (2007).

Os efeitos do sistema modulatério descendente sobre o processo
nociceptivo no corno dorsal da medula espinal ¢ complexo
(BENARROCH, 2008). Por exemplo: noradrenalina, serotonina e
dopamina podem exercer papéis duais na nocicepg¢ao, dependendo do
tipo de receptor envolvido, do sitio (local) de agao no corno dorsal e/ou
do cross talk (comunicacdo cruzada) entre a sinalizagdo neuroquimica
local e as vias descendentes, incluindo adenosina, opidides enddgenos e
oxido nitrico (NO) (MILLAN, 2002; PERTOVAARA, 2006). No texto
abaixo serdo discutidas as vias modulatorias descendentes da dor

avaliadas neste trabalho.

1.1.2.1 Vias modulatorias descendentes serotoninérgicas

Estudos mostraram que os antagonistas serotoninérgicos
bloquearam a antinocicepg¢ao produzida por estimulagdo (SPA) do RVM
(OLIVERAS et al., 1978). Este fato sugere que a inibi¢cao descendente da
dor ¢ mediada por neurdnios serotoninérgicos que se projetam do RVM

(BASBAUM; FIELDS, 1978). A estimulacdo da PAG ou RVM causa
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liberagao de serotonina (5-HT) na medula espinal (CUI et al., 1999) e, a
administragdo  intratecal de agonistas serotoninérgicos causa
antinocicep¢ao (YAKSH; WILSON, 1979), enquanto que os
antagonistas serotoninérgicos administrados intratecalmente atenuam a
SPA do RVM (JENSEN; YAKSH, 1984). Estudos com marcadores
retrogados demonstraram a presenca de projecdes serotoninérgicas do
nucleo magno da rafe, no interior do RVM, bem como o nucleo
paragigantocelular e a por¢ao ventral do nucleo gigantocelular (KWIAT;
BASBAUM, 1992) para o corno dorsal da medula espinal. Tais estudos
concluem que o RVM modula a dor através de vias descendentes
serotoninérgicas (Figura 9).

O efeito da serotonina espinal pode ser tanto inibitorio quanto
facilitatorio, dependendo do subtipo de receptor ativado (SUZUKI;
RYGH; DICKENSON, 2004; RAHMAN et al., 2009). Estudos tém
demonstrado que a administracdo espinal de um antagonista dos
receptores inibitérios 5-HT,; bloqueou o efeito antinociceptivo da
morfina microinjetada no RVM, enquanto que o antagonismo
farmacoldgico do receptor facilitatorio 5-HT; bloqueia a hiperalgesia
induzida por colecistocinina administrada no RVM (DOGRUL;
OSSIPOV; PORRECA, 2009). Além disso, a administragio sistémica de
agonistas 5-HT, bloqueou a hiperalgesia induzida pela capsaicina,
enquanto que antagonistas 5-HT; causaram hipersensibilidade mecanica
(BRENCHAT et al., 2009). O receptor 5-HT}; foi identificado no ganglio
da raiz dorsal e nos terminais centrais dos neurdnios aferentes priméarios
(DOLY et al., 2005; PIERCE et al., 1996), bem como em interneur6nios
GABAC¢rgicos no corno dorsal da medula espinal (DOLY et al., 2005),

que € consistente com seu papel na modulacdo da dor (BRENCHAT et
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al., 2009). Embora essas observacdes indiquem um importante papel
serotoninérgico para a modulacdo da dor, os mecanismos espinais

precisos envolvidos ainda necessitam ser esclarecidos (Figura 9).

Figura 9- Influéncia das monoaminas na nocicep¢ao no corno dorsal da

medula espinal.
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Neuronio
Espinotalamico

Legenda: No corno dorsal da medula espinal a serotonina, a norepinefrina e a
dopamina exercem ac¢do antinociceptiva principalmente por reduzir a liberagdo de
neurotransmissor pelos neurdnios aferentes primarios, estes efeitos sdo mediados
por receptores pré-sinapticos 5-HTg, o,, e D,/D;, respectivamente. Estes
receptores também contribuem para a inibicao pos-sinaptica dos neuronios do trato
espinotalamico. Em contraste, a serotonina agindo através dos receptores 5-HT,
pos-sinapticos e receptores 5-HT3 pré- e pos sinapticos, € a dopamina, agindo
através dos receptores D; podem ter agdo pro-nociceptiva. Os interneurdnios
também podem mediar os efeitos modulatorios das monoaminas. DAT,
transportador para dopamina; NET, transportador para norepinefrina, SERT,
transportador para serotonina.

Fonte: adaptada de Benarroch (2008).
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1.1.2.2 Vias modulatorias descendentes noradrenérgicas

A estimulagao elétrica da PAG ou RVM com o objetivo de causar
antinocicep¢do aumentou os niveis de norepinefrina no fluido
cerebrospinal, e este efeito foi bloqueado por antagonistas adrenérgicos
administrados na medula espinal (CUI et al., 1999; HAMMOND,
TYCE, YAKSH, 1985; HAMMOND; YAKSH, 1984). Estes achados
sugerem uma forte contribuicdo da norepinefrina na antinocicep¢ao
associada com a inibicdo descendente. Nem a PAG, nem o RVM
contém neurdnios noradrenérgicos, ambos se comunicam com regidoes
noradrenérgicas importantes na modulag¢do da dor, incluindo os nucleos
A5 (locus coeruleus), A6 e A7 (BAJIC; PROUDFIT, 1999;
YEOMANS; PROUDFIT, 1990). Estes nacleos sao a principal fonte de
projecdes noradrenérgicas diretas para a medula espinal (FIELDS;
BASBAUM; HEINRICHER, 2005; PROUDFIT, 1992) e podem inibir
as respostas pré- e pos-sindpticas na medula espinal (FIELDS;
BASBAUM; HEINRICHER, 2005; PROUDFIT, 1992).

Estudos demonstraram que a ativacao dos receptores adrenérgicos
a, espinais exerce forte efeito antinociceptivo (PERTOVAARA, 2006;
OSSIPOV et al., 1990). A clonidina espinal bloqueia a dor induzida pela
capsaicina em humanos (EISENACH; HOOD; CURRY, 1998). A
ativacdo da PAG resultou em inibicdo das respostas nociceptivas dos
neurdnios do corno dorsal da medula espinal, mediada pela ativacao dos
adrenoceptores a, espinais (BUDAI; HARASAWA; FIELDS, 1998). A
ativacdo dos adrenoceptores a, espinais induz a inibicao da transmissao
nociceptiva ao nivel da medula espinal através de atividade pré-
sindptica, inibindo a liberacdo de neurotransmissores excitatorios pelos

neurdnios aferentes primarios, bem como, através dos sitios (locais) pos-
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sinapticos (PERTOVAARA, 2006). Experimentos realizados em fatias
da medula espinal revelaram que a ativagdao dos adrenoceptores a, induz
hiperpolarizacdo em neurdnios, sendo, portanto, uma acao inibitoria.
Também foi demonstrado que a ativagao de receptores adrenérgicos do
tipo a; causou despolarizacdo dos interneuronios GABAé€rgicos
(GASSNER; RUSCHEWEYH; SANDKUHLER, 2009), sendo este um
mecanismo adicional para o aumento da inibicdo. Por outro lado, a
ativacao dos adrenoceptores a; também ¢ capaz de aumentar as respostas

dos neur6nios do corno dorsal as aferéncias nociceptivas (OSSIPOV;

DUSSOR; PORRECA, 2010) (Figura 9).

1.1.2.3 Vias modulatorias descendentes dopaminérgicas

A principal fonte de inervagdo dopaminérgica descendente no
corno dorsal da medula espinal sdo os neurdnios provenientes de All,
do hipotalamo periventricular posterior (TRACEY; JOHNS, 2010). Os
neurdnios aferentes primarios e os neurdnios na lamina I do corno dorsal
expressam tanto receptores D; (D; e Ds) como D, (D; € D3) (KELTNER
et al., 2006). Embora os receptores D; sejam expressos em uma
densidade maior que os receptores D, ou Dj, os receptores D,/Dj;
possuem afinidades maiores e sao ativados por concentragdes menores
de dopamina do que os receptores D; (PAULUS; TRENKWALDER,
2006). A estimulacdo nociva breve ou mesmo sustentada, aumenta o
turnover da dopamina no corno dorsal, sugerindo um aumento da
atividade da via dopaminérgica descendente (MILLAN, 2002). A
ativacdo dos neurénios All reduz as respostas comportamentais a
estimulagdo nociva e este efeito ¢ mediado pelos receptores D,. Estes

receptores causam inibicdo  pré-sindptica da liberagdo de
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neurotransmissor pelos aferentes nociceptivos primarios. Agonistas de
receptores D, também podem causar antinocicepgao por potencializar os
efeitos dos opidides endogenos (MILLAN, 2002). Em contraste, a
estimulagdo dos receptores D; causa efeitos pro-nociceptivos
diretamente, ou por antagonizar as acoes dos agonistas D, ou opidides.
Os efeitos da dopamina sobre a nocicepc¢ao espinal pode depender de
sua concentracdo local, baixos niveis podem ativar os receptores D, que
reduzem a nocicepg¢ao, enquanto que altos niveis de dopamina ativam os
receptores D; que aumentam a nocicep¢ao (PAULUS;

TRENKWALDER, 2006) (Figura 9).

1.1.3 Modelos de nocicepcio aguda

Com o intuito de verificar a participagdao da glicogénio sintase
cinase 3 (GSK3) na nocicepcao foram utilizados diferentes testes
comportamentais agudos (teste das contor¢des abdominais induzidas
pelo acido acético, nocicepgdo induzida pela inje¢do de formalina na
pata dos animais e administracdes intratecais de agonistas de receptores
glutamatérgicos e de citocinas pro-inflamatorias) e o teste de nocicepcao
cronica (ligadura parcial do nervo isquidtico [PSNL]) em camundongos,

que serdo descritos nos itens subsequentes.

1.1.3.1 Contorg¢des abdominais induzidas pelo acido acético

Este teste de contor¢cdes compreende a injecao intraperitoneal de

um agente irritante, o acido acético (TABER et al., 1969). Este ato leva

a uma extensdo estereotipica das patas posteriores, rotacdo da pelve,
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arqueamento do dorso do animal, que sdo contabilizados em um
intervalo de tempo (20 minutos) (HOGAN, 2002).

A resposta nociceptiva induzida pelo 4cido acético envolve a
estimulagdo direta das fibras aferentes nociceptivas pela redug¢ao do pH
e pela sintese de mediadores inflamatorios (RIBEIRO et al., 2000). Fo1
demonstrado que farmacos anti-inflamatérios nao-esteroidais,
analgésicos opiodides e até mesmo antidepressivos triciclicos podem
inibir a resposta nociceptiva neste modelo (VAZ et al., 1996; GRAY;
SPENCER; SEWELL, 1998). Este teste ¢ bastante conhecido e utilizado
como ‘screening’ para farmacos analgésicos que possuem agdes centrais

e periféricas (PAVAO-DE-SOUZA et al., 2012).

1.1.3.2 Nocicepgdo induzida pela formalina

Capone e Aloisi (2004) publicaram um artigo interessante com
informagdes importantes sobre a aplicagdo deste teste nociceptivo em
roedores, texto esse rico em detalhes que ajuda os pesquisadores na
execu¢do adequada deste experimento (CAPONE; ALOISI, 2004). O
teste da formalina envolve a injecdo de pequena quantidade desta
substancia no tecido subcutaneo, tipicamente da pata, de roedores e o
tempo em que o animal permanece lambendo e/ou mordendo a pata
injetada ¢ monitorado (TJALSEN et al., 1992; BARROT, 2012).

A nocicepcao induzida pela formalina ¢ muito semelhante as
respostas humanas a estimulos dolorosos, sendo este teste nociceptivo
frequentemente usado para avaliar as respostas comportamentais a
estimulacdo nociva (ABBOTT et al., 1999). A resposta nociceptiva a

formalina apresenta duas fases, a primeira observada nos primeiros 5
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minutos apos a sua administracao (fase neurogénica) e a segunda fase
corresponde ao intervalo dos 15 aos 30 minutos apos a injecao
intraplantar deste agente flogistico (fase inflamatéria) (LUIZ et al.,
2007; CAPONE; ALOISI, 2004; BARROT, 2012).

H3a algumas evidéncias de que a primeira fase da formalina seja
causada predominantemente pela ativagdo dos neurdnios aferentes
primarios com fibras do tipo C, enquanto que a segunda fase parece ser
dependente da combinagdo de uma reagdo inflamatoria no tecido
periférico e mudangas funcionais no corno dorsal da medula espinal
(TJOLSEN et al., 1992; MCNAMARA et al., 2007). Os farmacos que
atuam centralmente, como os narcoticos, inibem ambas as fases
igualmente (TJOLSEN et al., 1992; DA MATTA et al., 2011). A
primeira fase do teste ¢ sensivel aos anestésicos locais (TJJLSEN et al.,
1992) e a segunda fase do teste, por sua vez, responde a varios fArmacos
que possuem acao analgésica clinica estabelecida, tais como opiodides
(DUBUISSON; DENNIS, 1977), anti-inflamatorios esteroidais e nao-
esteroidais (HUNSKAAR; HOLE, 1987), antagonistas dos receptores
NMDA (CODERRE; MELZACK, 1992), ou gabapentina (SINGH et al.,
1996).

O teste da formalina ¢ um modelo nociceptivo bem aceito para
avaliar o efeito antinociceptivo central e periférico de substancias

avaliadas (TJOLSEN et al., 1992; DA MATTA et al., 2011).
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1.1.3.3 Nocicep¢do induzida pela administragdo intratecal de

glutamato, NMDA, trans-ACPD, TNF-a e IL-1

A nocicepcdo induzida pelos agonistas glutamatérgicos
administrados intratecalmente ¢ de extremo interesse sendo que o
glutamato desempenha papel significativo no processamento
nociceptivo nas partes central e periférica do sistema nervoso
(BEIRITH; SANTOS; CALIXTO, 2002; FUNDYTUS, 2001; MILLAN,
1999). Além disso, farmacos capazes de bloquear os receptores para o
glutamato  ionotropicos e  metabotropicos  exibem  efeitos
antinociceptivos em varias espécies de mamiferos, incluindo humanos
(NEUGEBAUER, 2002). Entretanto, o uso dessas substincias como
analgésicos fica restrita pelos seus efeitos colaterais indesejaveis
(FUNDYTUS, 2001; ROBERTSON et al., 1997).

O principal mecanismo pelo qual os agonistas glutamatérgicos
causam dor ou neurotoxicidade incluem um aumento nos niveis de
calcio intracelular, ativagao de mediadores celulares e abertura de canais
10nicos. Sendo assim, a estimulacdo ocasionada pelo glutamato resulta
na liberacdo de outros mediadores como as citocinas pro-inflamatodrias
fator de necrose tumoral-o (TNF-a) e interleucina-1 beta (IL-1p), que
atuam sinergicamente na excita¢ao neuronal (XU; YAKSH, 2011).

A injecdo intratecal de citocinas, tais como: TNF-a, IL-1pB, induz
comportamento nociceptivo que € parcialmente mediado pela ativacao
dos terminais nervosos centrais dos neurdnios nociceptivos €
subsequente liberacdo de glutamato (ROBERTSON et al., 1997,
TADANO et al., 1999).
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1.1.4 Nocicepcao cronica

Os varios modelos de nocicepg¢dao oferecem ferramentas uteis e
geralmente faceis de usar, para a ciéncia basica. Entretanto, estas
ferramentas, normalmente sao baseadas em ensaios de nocicepcao
aguda, o que nao sao suficientes para efetuar pesquisa translacional
sobre dor e seus tratamentos (NEGUS et al., 2006). H4 necessidade de
se utilizar métodos que mimetizem ainda mais o quadro clinico dos
pacientes como, por exemplo, modelos de dor sustentada ou cronica
(BARROT, 2012).

A dor cronica ¢ comum na pratica clinica e prejudica
grandemente a qualidade de vida dos pacientes. A maioria das pessoas
que sofrem de dor crOnica se encontra em uma das amplas classes: lesao
nervosa focal periférica e multifocal (traumatica, isquémica ou
inflamatodria); polineuropatias  periféricas  generalizadas  (tdxica,
metabolica, hereditaria ou inflamatoria); lesdes do sistema nervoso
central (acidente vascular encefalico, esclerose multipla, lesdo da
medula espinal) e transtornos neuropaticos complexos (sindrome da dor

regional complexa [CRPS]) (BARON, 2006).

1.1.4.1 Prevaléncia da dor cronica persistente

Os estudos dos custos e do fardo das doengas visam acessar o
impacto total das enfermidades sobre os individuos, sistemas de
assisténcia médica, econdmicos e sociais. Eles servem como ponto de
referéncia para analises econdmicas e sdao usados pela Organizagao

Mundial da Saude (OMS) para ressaltar o impacto das doengas
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(PHILLIPS; HARPER, 2011). A dor cronica de intensidade moderada a
severa ocorre em 19% dos europeus adultos, afetando seriamente suas
atividades didrias, sociais ¢ de trabalho. A maioria nao recebe
tratamento realizado por especialistas e 40% relatam manejo inadequado
da sua dor (BREIVIK et al., 2006). Entretanto, o problema também ¢
evidente em criancas e adolescentes, com uma prevaléncia de 25% e
com um ter¢o relatando dor severa (PERQUIN et al., 2000). Além disso,
¢ esperado que o impacto da dor cronica tenha um aumento com o
envelhecimento, obesidade e a falta de atividade fisica da populagao;
pois aumentard a prevaléncia de condi¢des associadas com a dor cronica
(WOOLF; PFLEGER, 2003).

E reconhecido que o impacto da dor persistente é maior do que a
maioria dos outros problemas de satde, pelos seus efeitos sobre as taxas
de absenteismo, reduzidos niveis de produtividade e risco aumentado de
abandonar o mercado de trabalho (PHILLIPS; HARPER, 2011). Foi
estimada uma perda de 1 milhdo de dias de trabalho anualmente na
Dinamarca como resultado da dor cronica (ERIKSEN et al., 2006).
Assim como seu impacto no absenteismo, também sabe-se que a dor
persistente tem um impacto ainda maior sobre a produtividade. Na
Australia, o namero de dias ausentes no trabalho resultantes de dor
cronica foi estimado em 9.9 milhdes anualmente e a reduzida

efetividade nos dias de trabalho foi estimada em 36.5 milhdes por ano

(VAN LEEUWEN et al., 2006).
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1.1.4.2 Dor Neuropatica

A dor neuropatica se origina como consequéncia direta de uma
lesio ou doenga que afeta o sistema somatossensorial (LOESER;
TREEDE, 2008; JENSEN et al., 2011). Geralmente ¢ uma condicdo
cronica que estd associada com importantes prejuizos fisicos,
emocionais ¢ sociais que afeta a qualidade de vida dos pacientes
(JENSEN; CHODROFF; DWORKIN, 2007). Na maioria dos casos, a
dor neuropatica ¢ seguida a lesdo nervosa periférica (ATTAL et al.,
2010). Sintomas de dor neuropatica incluem sensacdes anormais, dor

espontanea, que pode ser continua ou paroxistica (BARROT, 2012).

1.1.4.2.1  Fisiopatologia da dor neuropatica

A maioria das 1deias relacionadas a patofisiologia da dor
neuropatica se originou de trabalho experimental em modelos animais;
destacando-se a sensibilizacao periférica e central (BARON, 2006). As
sensacdes de dor sdo normalmente causadas pela atividade de fibras
ndo-mielinizadas do tipo C e de neurdnios aferentes primarios pouco
mielinizados com fibras do tipo Ad. Estes nociceptores sao usualmente
silenciosos na auséncia de estimulagdo, e respondem melhor a estimulos
que sao potencialmente nocivos. Apos uma lesdo nervosa periférica,
entretanto, esses neurOnios se tornam anormalmente sensiveis e
desenvolvem atividade espontinea patologica. Essas mudancas
patoldgicas sdo sustentadas por dramaticas mudangas celulares e
moleculares a nivel dos nociceptores aferentes primarios que sdo

ativados por lesao nervosa (Figura 10) (BARON, 2006).
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A atividade ectopica espontdnea apds lesdo nervosa ¢
acompanhada por aumento da expressio de RNA mensageiro para
canais de soédio dependentes de voltagem em neuronios aferentes
primarios. Assim, o aumento da densidade de canais de s6dio no local
de geragdo do impulso ectdpico poderia ser responsavel pela diminuicdo
do limiar do potencial de agdo e consequente hiperatividade (LAI;
HUNTER; PORRECA, 2003).

Apos lesdo nervosa periférica, ocorre o aumento da densidade de
canais de sodio ndo s6 no local da lesdo nervosa (Figura 10B), mas
também proximalmente ao ganglio da raiz dorsal intacto (BARON,
20006).

A lesdo nervosa também induz regulagdo aumentada de vérios
receptores, alguns dos quais sdo pouco expressos sob condi¢Oes
fisiologicas, na membrana dos neurOnios aferentes primarios, por
exemplo adrenoceptores e receptores vaniloides. Os receptores de
potencial  transitorio  vanildides (TRPVI1) estdo localizados
predominantemente em fibras aferentes nociceptivas, ¢ podem ser
ativados pela capsaicina. Fisiologicamente este receptor ¢ ativado por
calor nocivo (> 43°C) (CATERINA et al., 2000). (Figura 10B).

Investigacdes sobre os canais i0nicos excitatorios sensiveis a
temperatura também identificaram um canal TRP sensivel ao frio e ao
mentol (TRPMS), que ¢ ativado por varia¢des de temperatura de 8-28°C
(PATAPOUTIAN et al., 2003). Este receptor ¢ expresso em neurdnios
do DRG de pequeno didmetro (MCKEMY; NEUHAUSSER; JULIUS,
2002). O aumento da expressao ou ativagao deste canal apods lesdo pode

levar a sensibilizacao periférica dos nociceptores do tipo C sensiveis ao
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frio, resultando no fendmeno sensorial de hiperalgesia ao frio
(WASNER et al., 2004).

Os canais i10nicos sensiveis a acido (ASICs) parecem participar
do processo de transdugdo para o estimulo mecanico, participando da
hiperalgesia mecanica (PRICE et al., 2001). A lesdo nervosa
experimental também desencadeia a expressao de adrenoceptores o, € o
nas fibras aferentes cutaneas (Figura 10B). Consequentemente esses
neurdnios desenvolvem sensibilidade adrenérgica (BARON, 2006).

Ha evidéncias de que fibras ndo lesionadas em contato com fibras
em degeneragdo, em um nervo lesionado parcialmente, também
participam da sinalizagdao da dor (WASNER et al., 2005). Produto como
o fator de crescimento do nervo (NGF) estd associado a degeneracao
Walleriana e ¢ liberado na vizinhanca das fibras ndo lesionadas, pode
levar a liberagdo do TNF-a, bem como a expressio de canais e
receptores (canais de sodio, receptores TRPVI1, adrenoreceptores;
Figura 10B) alterando as propriedades das fibras nervosas aferentes nao
lesionadas (HUDSON, et al., 2001; WU et al., 2001).

ApOs a lesdo nervosa, os macrofagos ativados que migram dos
vasos sanguineos endoneurais para os nervos e ganglio da raiz dorsal,
liberam citocinas pro-inflamatorias, em particular TNF-a (SOMMER,
2003). Estes mediadores induzem atividade ectopica em nociceptores
aferentes primarios lesionados e ndo lesionados no local da lesdo
(MARCHAND, PERRETTI; MCMAHON, 2005).

Como consequéncia da hiperatividade do nociceptor periférico,
mudangas secundarias ocorrem no corno dorsal da medula espinal. A
lesdo nervosa periférica leva a um aumento na excitabilidade geral de

neurdnios multireceptivos da medula espinal (neurdnios de amplo
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espectro dindmico, com multiplas aferéncias sinépticas de nociceptores,
bem como de fibras ndo nociceptivas [Figura 10 C]) (BARON, 2006).

Esta hiperexcitabilidade ¢ manifestada por atividade neuronal
aumentada em resposta ao estimulo nocivo, expansdao dos campos
receptivos neuronais e alastramento da hiperexcitabilidade espinal para
outros segmentos. Esta sensibiliza¢do central ¢ iniciada e mantida pela
atividade em fibras do tipo C patologicamente sensibilizadas. Estas
fibras sensibilizam neuroénios do corno dorsal da medula espinal por
liberarem glutamato, que atua em receptores do tipo NMDA (Figura 10
C), e o neuropeptideo substancia P. Pds-sinapticamente, os neurénios do
corno dorsal (segunda ordem) anormalmente expressam canais de sodio
dependentes de voltagem tipo 1.3 (Navl.3) apos a lesdo nervosa
(HAINS et al., 2004). Varias cascatas intracelulares contribuem para a
sensibilizacdo central, em particular a via de sinalizacdo mediada pela
proteina cinase ativada por mitogeno (MAPK) (JI; WOOLF, 2001). Se a
sensibilizacdo central esta estabelecida, um estimulo tatil normalmente
inocuo se torna capaz de ativar neuronios que sinalizam dor na medula
espinal através de aferentes primarios mecanoreceptores de baixo limiar
de fibras do tipo Ad e do tipo AP (Figura 8C) (TAL; BENNETT, 1994).
Os canais de calcio neuronais ativados por voltagem, do tipo N,
localizados nos terminais centrais dos neurdnios aferentes primarios
nociceptivos t€ém um importante papel na sensibilizagdo central, através
da facilitagdo da liberagao de glutamato e substancia P. Esses canais
apresentam sua expressao aumentada apos lesdo nervosa (LUO et al.,
2001).

Fisiologicamente, os neuronios do corno dorsal recebem forte

controle inibitério dos interneurdnios que liberam o 4cido -



51

aminobutirico (GABA) (Figura 10 A, C). Em roedores, a lesdo parcial
do nervo espinal promove uma perda apoptoética seletiva dos neurdnios
inibitorios que liberam GABA no corno dorsal superficial da medula
espinal (MOORE et al.,, 2002), um mecanismo que aumenta a
sensibilizacdo central. Um mecanismo alternativo da desinibigdo
intraespinal apds lesdo nervosa foi proposto. Esse mecanismo envolve a
reducdo trans-sindptica da expressdao do transportador potassio-cloreto
KCC2 em neurdnios da lamina I, que perturba a homeostase de anion
nestes neurdnios. A mudanga resultante do gradiente de anion
transmembrana faz com que uma corrente anionica inibitdria passe a ser
excitatoria. O efeito € que a liberacdo de GABA pelos interneurdnios
inibitorios passa a exercer acao paradoxal excitatdria sobre os neurdnios
da lamina I, aumentando a sensibilizagao central (COULL et al., 2003).
Os neuronios do corno dorsal da medula espinal recebem um
controle modulatorio descendente poderoso de centros do tronco
encefalico  supra-espinais  (inibitdério, bem como facilitatorio)
(VANEGAS; SCHAIBLE, 2004) (Figura 10A, C). Foi hipotetizada que
a perda da funcdo das vias inibitorias descendentes serotoninérgicas e
noradrenérgicas contribuem para a sensibilizagdo central e para a
cronificagao da dor. Esta ideia explica a eficacia de antidepressivos que
bloqueiam a recaptagio de serotonina e noradrenalina na dor
neuropatica. Em animais, entretanto, a alodinia mecanica apos lesdo
nervosa depende da ativacado tonica das vias descendentes que facilitam
a transmissdo da dor, indicando que estruturas na formagdo reticular
mesencefalica — possivelmente o nicleo cuneiforme e a PAG - estdo

envolvidas na sensibilizagdo central na dor neuropatica (OSSIPOV et

al., 2000).
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As terapias que aumentam a inibicdo e/ou atenuam a facilitacdo
descendentes sdo um importante alvo para futuras pesquisas. A
sensibilizacdo central também pode ser aumentada por células nao-
neuronais gliais na medula espinal. A lesdo nervosa ativa a glia na
medula espinal ¢ faz com que essas cé¢lulas aumentem a dor pela
liberagdo de citocinas pré-inflamatorias neuroexcitatorias gliais e
glutamato (Figura 10D) (WIESELER-FRANK; MAIER; WATKINS,
2005).
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Figura 10. Mecanismos da sensibilizacao central e periférica na dor

neuropatica.

Corno dorsal

da medula
espinal

(A) Vias aferentes primarias e sensibilizacdo central no corno dorsal da
medula espinal. As fibras C nociceptivas (vermelhas) terminam em
neurdnios de projecdo espinotaldmicos (neurdnio laranja) nas laminas
superficiais do corno dorsal da medula espinal, enquanto que as fibras A
mielinizadas (azul) se projetam para as laminas mais profundas. O
neurénio de projecdo, de segunda ordem ¢ do tipo amplo espectro
(variagdo, alcance) dindmico (WDR), isto €, ele recebe aferéncia sinaptica
direta de terminais nociceptivos e também aferéncias multissinapticas de
fibras A mielinizadas (informa¢do ndo-nociva, sistema do neurénio em
azul). Os interneurdnios (neurdnios verdes) liberam acido y-aminobutirico
(GABA), normalmente exerce aferéncia sindptica inibitoria sobre os
neurdnios WDR. Além disso, estdo representadas as sinapses dos sistemas
modulatérios descendentes nos neurénios WDR (o terminal descendente
em verde representa uma proje¢ao inibitoria). As células gliais da medula
espinal (células marrons) também se comunicam com o neurénio WDR.
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Figura 10. Mecanismos da sensibilizagdo central e periférica na dor

neuropatica (continuagao).
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(B) Mudangas periféricas nos neuronios aferentes primarios (fibras C
nociceptivas, vermelho; fibras A mielinizadas, nao nociceptivas, azul)
ap6s lesdo parcial do nervo, levando a sensibilizagdo periférica. Alguns
axonios sdo lesionados e degeneram (dois axOnios superiores), enquanto
outros (dois axoOnios inferiores) ainda permanecem intactos e estdo
conectados com o orgdo periférico (pele). A lesdo ativa a expressdo de
canais de s6dio nas fibras C lesionadas. Além disso, os produtos, como
fator de crescimento do nervo que também estdo associados a
degeneragao Walleriana sdo liberados na vizinhanga das fibras poupadas
(flechas), desencadeando a expressdo de receptores e canais (canais de
sodio, receptores TRPV 1, adrenoceptores) em fibras ndo-lesionadas.
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Figura 10. Mecanismos da sensibilizagdo central e periférica na dor

neuropatica (continuagao).

c c

(C) A atividade espontanea em nociceptores C induz mudancas secunddrias no
processamento sensorial central, levando a hiperexcitabilidade da medula espinal
(sensibilizagdo central dos neur6nios WDR de segunda ordem, indicado pelas
estrelas no neurdnio em laranja). Isto causa aferéncia das fibras A-mecanoreceptoras
(toque leve; sistema neuronal em azul) sendo percebidas como dor (alodinia
mecanica; ‘+’ indica ‘gating’ na sinapse através de receptores AMPA/KA. Varias
estruturas moleculares pré e pos sinapticas (receptores opioides, canais de calcio) e
estruturas moleculares pos-sinapticas (receptores para o glutamato, receptores para a
norepinefrina (NE), receptores para a serotonina (5-HT), receptores para o GABA,
canais de sodio) estdo envolvidos na sensibilizacdo central. Interneurdnios
inibitorios e sistemas de controle modulatério descendente (neurdnios verdes) sdao
disfuncionais apds lesdes nervosas, levando a desinibicdo ou facilitagdo dos
neuronios do corno dorsal da medula espinal e maior sensibilizacao central.
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Figura 10. Mecanismos da sensibilizagdo central e periférica na dor

neuropatica (continuagao).

(D) Lesao nervosa periférica ativa células gliais ndo-neuronais na medula espinal
(célula em marrom), com aumento na excitabilidade de neurénios WDR por liberar
citocinas e aumentar os niveis de glutamato. 5-HT, 5-hidroxitriptamina (serotonina);
GABA, 4cido y-aminobutirico; NE, norepineftrina.

Fonte: adaptada de Baron (2006).

1.1.4.2.2  Ligacdo parcial do nervo isquidtico

Os modelos de dor neuropatica geralmente representam
condicdoes patologicas mais relevantes clinicamente que podem
identificar farmacos potentes e efetivos, enquanto os animais
permanecem em boa saude geral, sem estresse excessivo, perda de peso
ou mudancas comportamentais gerais (WALKER; FOX; URBAN,

1999). O nervo isquidtico de roedores ¢ usado, na maioria dos estudos
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que envolvem lesdo nervosa, pelo seu grande calibre, por ser facilmente
acessivel e inervar a superficie plantar da pata posterior, que ¢ um local
conveniente para testes sensoriais (HOGAN, 2002).

Neste estudo utilizou-se o modelo de ligagdao parcial do nervo
isquiatico (PSNL) descrito previamente por Seltzer, Dubner e Shir
(1990); Kim, Chung (1992); Choi et al. (1994) e Malmberg e Basbaum
(1998). A presenca de dor neuropatica ¢ comumente avaliada pela
hiperalgesia térmica e mecanica e alodinia ao frio e ao estimulo tatil
(ATTAL et al.,, 1990, SELTZER; DUBNER; SHIR, 1990; KIM;
CHUNG, 1992; CHOI et al., 1994; MALMBERG; BASBAUM, 1998).

Clinicamente, a terapéutica da dor neuropatica permanece
desafiadora. Os tratamentos considerados de primeira linha consistem de
farmacos anticonvulsivantes, como a gabapentina ou carbamazepina, ou
farmacos antidepressivos, como os antidepressivos triciclicos ou
inibidores da recaptacdo de serotonina e noradrenalina (MOULIN et al.,
2007; SAARTO; WIFFEN, 2007; ATTAL et al., 2010).

E extremamente importante a compreensio dos mecanismos
patofisiologicos da dor neuropatica para a descoberta de novos e

efetivos alvos terapéuticos (ver item 1.1.4.2.1).

1.2 GLICOGENIO SINTASE CINASE 3

A glicogénio sintase cinase 3 (GSK3) ¢ uma cinase
serina/treonina que foi primeiramente isolada e purificada como uma
enzima capaz de fosforilar e inativar a enzima glicogénio sintase

(EMBI; RYLATT; COHEN, 1980; WOODGETT; COHEN, 1984).
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Ha duas isoformas da GSK3 em mamiferos, elas sdao codificadas
por genes distintos, a GSK3a e a GSK3p (WOODGETT, 1990) (Figura
11). A GSK3a tem uma massa de 51 kDa, enquanto que a GSK3f ¢ uma
proteina de 47 kDa. A diferenca no tamanho ¢ devido a extensao rica em
aminodcido glicina na regido N-terminal da GSK3a. Embora haja alta
homologia dentro de seus dominios cinases (98%), os dois produtos
génicos compartilham somente 36% de identidade nos ultimos 76
residuos de aminoacidos C-terminais (WOODGETT, 1990). Homologos
da GSK3 existem em todos os eucariotos examinados até o momento e
apresentam um alto grau de homologia; isoformas de espécies tao
distantes como moscas e¢ humanos apresentam mais de 90% de
similaridade na sequéncia dos aminodcidos dentro do dominio cinase

(ALIL; HOEFLICH; WOODGETT, 2001).

Figura 11. Representacdo esquematica da GSK3a e GSK3B de

mamiferos.
Rico em
Glicina Dominio Cinase
- - 51 kDa
S21 T279
/j q_*_ 47 kDa
S T216

Legenda: Os locais de fosforilagdo nos residuos dos aminoacidos serina e tirosina
sdo indicados pelas cabecas das flechas azuis. O dominio N-terminal rico no
aminodcido glicina ¢ unico da GSK3a e o dominio cinase conservado,
compartilhado por ambas isoformas esta destacado em vermelho.

Fonte: adaptada de Doble e Woodgett (2003).
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Trinta anos atras acreditava-se que a GSK3 fosse uma proteina
cinase cuja fun¢ao estava confinada ao metabolismo do glicogénio, hoje
sabe-se que ela exerce um papel chave na regulacdo de muitas funcgdes
celulares, incluindo a sinalizagdo pela insulina, fatores de crescimento ¢
nutrientes e a especificagdo dos destinos das células durante o
desenvolvimento embriondrio (COHEN; FRAME, 2001). Também esta
implicada no controle da divisao celular, apoptose e funcao dos
microtubulos. Surpreendentes achados demonstram que as células
desenvolveram mecanismos para “desligar” a atividade da GSK3 em
resposta a diferentes sinais que estdo conectados de uma forma
intrigante pela especificidade uUnica desta enzima pelo substrato
(COHEN; FRAME, 2001).

Alguns estudos demonstram que a inibicdo da GSK3 tem
importante papel em diferentes tipos de canceres (FIONDA et al., 2013;
KIM et al., 2013; BILIM et al., 2009; JENDZELOVSKY et al., 2012).
O trabalho de Fioda et al. (2013) demonstra a atividade antimieloma dos
inibidores da GSK3 pela upregulacdo da proteina de superficie MICA e
de seu RNAm em ce¢lulas de mieloma multiplo. Apds a exposicdo das
cé¢lulas de mieloma aos inibidores da GSK3 elas se tornaram mais
eficientes em ativar a degranulagao celular pelas células natural killer
(FIONDA et al., 2013). Além disso, a inibigao da GSK3 teve correlagao
com a diminuicdo da ativagdo da STAT3, um regulador negativo da
transcricdo da MICA (FIONDA et al., 2013). Desta forma, o trabalho
fornece evidéncia de que a regulacdo da expressao de MICA, um ligante
do NKG2D (um receptor presente em linfocitos com resposta anti-
cancer) pode representar um mecanismo mediado pelo sistema imune na

atividade antimieloma desempenhada pelos inibidores da GSK3
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(FIONDA et al., 2013). Outras pesquisas também relataram a atividade
anti-cancer dos inibidores da GSK3, para exemplificar: o inibidor da
GSK3 (CG0009) induz morte em células de cancer de mama pela
deplecao da ciclina D1 (KIM et al.,, 2013); a inibicdo da GSK3
(utilizando AR-A014418, SB-216763 ¢ TDZDS8) ¢ uma abordagem para
o tratamento de cancer renal humano (BILIM et al., 2009) e sua inibi¢cao
(pelo uso de AR- A014418) também reverte o efeito pro-apoptotico do
proadifeno (inibidor do citocromo P450 monooxigenase) em células
HT-29 de adenocarcinoma de colon (JENDZELOVSKY et al., 2012).
Uma nova estratégia terapéutica para quimioterapia ¢ a associagdao de
inibidores da GSK3 com farmacos ja utilizados para o tratamento de
cancer: a inibigado da GSK3 (AR-A014418) sensibiliza as células de
cancer de pancreas a gemcitabina (um quimioterapico), pela alteracdo da
expressao de genes envolvidos no reparo do DNA (SHIMASAKI et al.,
2012); e a inibigdo da GSK3 (AR-A014418, Litio e SB216763) aumenta
a citotoxicidade da enzastaurina, um inibidor da PKC que eleva a
apoptose em linfocitos malignos de linfomas de células T cutaneas
(ROVEDO; KRETT; ROSEN, 2011).

As muitas fungdes desempenhadas pela GSK3 (por fosforilar
numerosos substratos, mais de 50) sugere que a sua atividade deve ser
altamente regulada. Foram identificados quatro mecanismos chave que
contribuem para a regulacdo da atividade da GSK3 de uma maneira
substrato-especifica (JOPE; JOHNSON, 2004). Estes incluem: a
regulacao por fosforilacdo da GSK3; localizagdo subcelular da GSK3; a
formacdo de complexos proteicos contendo GSK3 e o estado de
fosforilagdo dos substratos da GSK3 (Figura 12) (JOPE; YUSKAITIS;
BEUREL, 2007).
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Figura 12. Mecanismos que regulam as agdes da GSK3.
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Legenda. Quatro mecanismos atuam em conjunto para regular a fosforilacdo dos
substratos pela GSK3. (1) a fosforilagdo do substrato pela GSK3 ¢ limitada pela
atividade de uma cinase inicial que prepara o substrato para a GSK3. O exemplo
mostra o substrato, glicogénio sintase, fosforilado inicialmente pela caseina cinase 11
(CKII) seguida por fosforilagdo sequencial pela GSK3. (2) fosforilagdo da serina
regulatoria — o principal mecanismo para inibi¢cao da atividade da GSK3, a atividade
¢ inibida quando o residuo do aminoacido serina-9 da GSK3B ou o residuo de
aminoacido serina-21 da GSK3a ¢ fosforilado. Sua atividade ¢ 6tima quando
fosforilada no residuo do aminodcido tirosina-216 da GSK3B ou residuo do

aminoécido tirosina-279 da GSK3a (ndo representado na figura). Muitas
cinases sdo capazes de fosforilar os residuos de serina regulatdrias da

GSK3a/B. O exemplo mostra a Akt (proteina cinase B). (3) Localizagdo subcelular
— a GSK3 é considerada uma enzima altamente citosélica, mas também esta
associada com, ou internalizada em, compartimentos subcelulares como o nucleo, a
mitocondria e cones de crescimento, assim, a regulacdo dindmica da localizag¢do
subcelular da GSK3 pode regular seu acesso aos substratos dentro dos
compartimentos subcelulares. O exemplo demonstrado mostra o transporte da GSK3
para dentro do nucleo onde ela pode fosforilar uma variedade de substratos,
incluindo varios fatores de transcrigdo (TF). (4) Formacdo de complexo — a
distribuicdo da GSK3 na célula ¢é reprimida pela sua propensdo a estar associada a
complexos proteicos que fornecem um importante mecanismo para regular sua
fosforilagao dos substratos especificos que sdo co-localizados em tais complexos.
Fonte: adaptada de Jope, Yuskaitis e Beurel (2007).
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O mecanismo regulatorio mais bem definido ¢ a inibi¢do da
atividade da GSK3 por fosforilagdo de um residuo de serina regulatoria
nas duas isoformas da GSK3, residuo de serina-9 na GSK3f ou residuo
de serina-21 na GSK3a (WOODGETT, 1990). A via de sinalizagdo
fosfatidilinositol 3-cinase (PI3K)/AKT ativada em resposta a insulina e
muitos outros fatores de crescimento geralmente ¢ o principal regulador
da GSK3 porque a Akt fosforila a GSK3 nestes residuos de serina
inibitérios, mas varias outras cinases podem fosforilar estes residuos de
serina regulatorios, tais como a proteina cinase C e a proteina cinase A
(GRIMES; JOPE, 2001). De forma contraria, a atividade enzimatica da
GSK3 ¢ aumentada por fosforilagdo do residuo de tirosina-216 na
GSK3p e residuo de tirosina-279 na GSK3a, mas os mecanismos que
regulam esta modificacao nao estdo bem definidos (JOPE; YUSKAITIS;
BEUREL, 2007).

As acdes da GSK3 também sio reguladas pelo controle da sua
localizagdo intracelular, como ela ¢ dinamicamente regulada dentro do
nucleo e mitocondria, onde ela ¢ altamente ativa (BIJUR; JOPE, 2003).

A regulagdo substrato-especifica da GSK3 também ¢ conseguida
através de seu posicionamente dentro de complexos proteicos que
inibem sua agao através de substratos especificos. Por exemplo na via de
sinalizagdo Wnt, a GSK3 e o co-ativador transcricional B-catenina estao
co-localizados na proteina de ancoramento axina que direciona a GSK3
para fosforilar a B-catenina, ocasionando a degradacdo desta ultima
(JOPE; YUSKAITIS; BEUREL, 2007). A ativagao da sinalizagdo Wnt
remove a GSK3 do acesso a B-catenina, causando o acumulo da [3-

catenina ativa.
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Finalmente, a agdo da GSK3 ¢ usualmente regulada pelo estado
de fosforilacdo de seu substrato, um mecanismo indireto que pode
regular qudo eficientemente a GSK3 fosforila um substrato. Isto se deve
ao fato de que a maioria dos substratos da GSK3 devem ser ‘iniciados’,
por exemplo, fosforilados em um residuo 4 aminoacidos C-terminais ao
local de fosforilagdo da GSK3. Isto necessita coordenagdao temporal da
atividade da cinase que ‘inicia’ com a atividade da GSK3 para que a
ultima fosforile o substrato ‘iniciado’. Estas complexidades dos
mecanismos de controle das a¢des da GSK3 fornecem controle
substrato-especifico de suas agdes, uma capacidade especialmente
importante para uma enzima que pode fosforilar tantos substratos que
regulam numerosas fungoes celulares (JOPE; YUSKAITIS; BEUREL,
2007).

Dentre as diversas funcoes reguladas pela GSK3 a inflamacgao ¢
uma das mais interessantes. A GSK3 regula positivamente o processo
inflamatoério, sendo esta funcdo importante, pois, varias doencgas t€m
como caracteristica comum a inflamagdo cronica (Figura 13). Dentre
elas podemos citar: doengas psiquiatricas (com foco no transtorno do
humor bipolar), doencas neurodegenerativas (doenga de Alzheimer),

diabetes e cancer (JOPE; YUSKAITIS; BEUREL, 2007).



64

Figura 13. A GSK3 ¢ um importante componente de numerosas doengas

inflamatorias.
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Legenda: A neuroinflamagdo na parte central do sistema nervoso ¢ mediada pela
microglia e pelos astrocitos, bem como, por células que se infiltram, e que
contribuem para uma grande variedade de doencas, como: a esclerose multipla,
transtornos do humor e doengas neurodegenerativas, incluindo doenga de Alzheimer.
A inflamagao periférica ¢ mediada, em parte, por mondcitos € macréfagos, e a GSK3
favorece condi¢des inflamatorias como colite e artrite. Inflamagdo local, como a
producdo de citocina pelos adipdcitos, aparentemente contribui para o
desenvolvimento da diabetes que pode ser exacerbada pela GSK3 ativa. A
inflamagdo também pode contribuir para numerosos tipos de cancer.

Fonte: adaptada de Jope, Yuskaitis e Beurel (2007).

A identificagdo da GSK3 como a principal reguladora das
respostas inflamatorias periféricas mostrou que ela promove a produgao,

induzida por estimulo, de varias citocinas e subsequente
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desenvolvimento dos sintomas de doencas em modelos animais de
condi¢oes inflamatorias. Este papel da GSK3 na inflamagdo foi
primeiramente estabelecido pelo relato de que a atividade da GSK3 ¢
necessaria para a producao de citocinas inflamatorias, como 1L-6, IL-1f3
e TNF-a, apos estimulacao de varios tipos de receptores da familia Tool-
like (2,4 5 ¢ 9) em leucocitos e em células mononucleares sanguineas
periféricas (MARTIN et al., 2005). De maneira inversa, a GSK3 reduz a
produ¢do da citocina anti-inflamatéria IL-10. Reciprocamente, os
inibidores da GSK3 reduzem a producao de citocinas pré-inflamatorias
¢ aumentam a produgdao de citocinas anti-inflamatérias (JOPE;
YUSKAITIS; BEUREL, 2007).

De modo geral, ¢ evidente que a GSK3 ¢ um importante
componente da resposta inflamatoria e de que a administracdo de
inibidores da GSK3 podem ter efeitos terapéuticos em varias condigdes
associadas a inflamacdo. A aplicagdo desta estratégia terapéutica pode
fornecer beneficios no tratamento de doengas cronicas que possuem um
componente inflamatorio (Tabela 1) (JOPE; YUSKAITIS; BEUREL,
2007).
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Tabela 1. Patologias nas quais a inibicdo da GSK3 parece ser

benéfica.
Patologia Referéncia
Esclerose Beurel et al., 2013; Rowse et al., 2012; Beurel, 2011.
Multipla
Doenca de Ly et al., 2013; Gao et al., 2011; Parr et al., 2012;
Alzheimer Bolos; Fernandez; Torres-Aleman, 2010.
Depressdo Gould et al., 2004; Budni et al., 2012; Rosa et al.,
2008.
Colite Hofmann et al., 2010; Beurel; Michalek; Jope, 2010.
Artrite Konda et al., 2010; Hu et al., 2006.
Cancer Kim et al., 2013; Shimasaki et al., 2012; Bilim et al.,
20009.
Diabetes Gao et al., 2011; Liu et al., 2010; Chen et al., 2008.

Fonte: a autora (2013).

Outro alvo molecular da GSK3 € o receptor para o glutamato do
tipo NMDA (CHEN et al., 2007), o principal subtipo de canal i6nico
ativado por ligante excitatério que esta implicado em maultiplas fungdes
neuronais, como: formacdo de sinapse, plasticidade sinaptica,
aprendizado ¢ memoria, transtornos mentais (TSAI; COYLE, 2002),
doenca de Alzheimer (SELKOE, 2002) e dor (MILLER et al., 2011;
OSIKOWICZ; MIKA; PRZEWLOCKA, 2013). Chen et al., (2007)
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constataram que inibindo a atividade da GSK3 tem-se a supressdo da
corrente do receptor NMDA através de mecanismos que envolvem a
internalizacdo do receptor supracitado.

A GSK3 também estd relacionada a sinalizagdo colinérgica (DE
SARNO et al.,, 2006), serotoninérgica (ZHOU et al., 2012) e
dopaminérgica (BEAULIEU; GAINETDINOV; CARON, 2007), cabe
destacar que esses neurotransmissores participam do controle
descendente da dor e que a inibicdo da atividade da GSK3 pode
influenciar na transmissao e percepg¢ao do estimulo nociceptivo.

Outro intrigante efeito da atividade exacerbada da GSK3 ¢ a
promoc¢do da apoptose neuronal induzida por estresse oxidativo
(OLIANAS; DEDONI; ONALI, 2011). Por outro lado, a sua inibicao
fornece protecdo contra os efeitos toxicos de agentes, como o 1-metil-4-
fenilpiridinium (MPP) um inibidor seletivo do complexo I mitocondrial
e a rotenona, que prejudicam a fun¢do mitocondrial (KING; BIJUR;
JOPE, 2001).

Os alvos da GSK3 participam do processamento nociceptivo,
como o receptor NMDA, estresse oxidativo e disfungdo mitocondrial e
receptores para acetilcolina, serotonina, dopamina, considerando a sua
importancia decidiu-se testar o efeito de um inibidor dessa enzima
(GSK3), o N-(4-Metoxibenzil)-N’-(5-nitro-1,3-tiazol-2-il)uréia (AR-

AO14418) em modelos de nocicep¢ao em camundongos.

1.3 AR-A014418

Em 2003 Bhat et al. caracterizaram a estrutura molecular do AR-

A014418, que esta representada na Figura 14.
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Figura 14 - Estrutura molecular do AR-A(014418.
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Fonte: Martins et al. (2011).

O AR-A014418, inibe a atividade da GSK3 com ICs5y=104+27
nM, competindo pelo ATP (K= 38nM), ndo inibe as cinases
dependentes de ciclina (cdk) 2 e 5, além de outras 26 cinases avaliadas,
demonstrando sua alta especificidade pela GSK3 (BHAT et al., 2003). A
seguir estdo relatadas as cinases que ndo foram inibidas pelo AR-
A014418: proteina cinase ativada por AMP (AMPK), Cinase checkpoint
(Chk), caseina cinase II (CKII), cinase N-terminal c-Jun (JNK), cinase
c-Src de linfocito (Lck), proteina cinase ativada por mitogeno (MAPK),
cinase 2 S6 ribossomal (Rsk2), proteina cinase 2 ativada por proteina
cinase ativada por mitégeno (MAPKAPK-2), proteina cinase ativada por
mitogeno/cinase 1 regulada por sinal extracelular (MEKI1), proteina
cinase 1 ativada por estresse ¢ mitogeno (MSK1), cinase S6 proteina
ribossomal p70 (p70 S6K), proteina cinase 1 dependente de 3
fosfoinositol (PDK1), cinase fosforilase (PhosK), proteina cinase A
(PKA), proteina cinase B (PKB), proteina cinase C (PKC), cinase
ativada/regulada por p38 (PRAK), proteina cinase II dependente de Rho
(ROCKII), proteina cinase ativada por estresse (SAPK 2a, 2b, 3 ¢ 4),
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cinase induzida por glicocorticdéide e soro (SGK), cinase Src terminal
carboxil (CSK), cinase 2 dependente de ciclina (Cdk2) e cinase 5
dependente de ciclina (Cdk5) (BHAT et al., 2003).

As analises cinéticas foram realizadas usando combinacdes de
seis diferentes concentracoes de ATP at¢ 200 uM (Km ~ 20 uM) e seis
concentracdes do inibidor de 0 a 40 vezes dos valores da ICsy do
inibidor, at¢ 4 uM. O AR-A014418 apresentou um mecanismo de
inibicao consistente com competicao pelo ATP e um valor de Ki de 38
nM (BHAT et al., 2003).

Bah et al. (2003) mostraram a co-cristalizagdo do AR-A014418
com a proteina GSK3 e forneceram uma descri¢cao das interagcdes com o
sitio do ATP, bem como um entendimento da base estrutural para a
seletividade deste inibidor.

Embora ndo exista nenhum dado farmacocinético do AR-
A014418 em humanos, concentracdes plasmaticas de 3,75 uM de AR-
A014418 foram medidas com dosagem oral de 1 umol/kg em ratos
Sprague Dawley e doses bem maiores (10 vezes mais) foram utilizadas
sem relatos de toxicidade (MEDINA; AVILA, 2010; GOULD et al.,
2004; ROVEDO; KRETT; ROSEN, 2011).

Outra informagao relevante ¢ que o AR-A014418 atravessa a
barreira hematoencefalica (KALINICHEV; DAWSON, 2011).

ApoOs a caracterizacdo do AR-A014418 e a comprovacdo de
algumas de suas atividades, como por exemplo: inibi¢do da fosforilacao
da proteina tau; inibicdo da neurodegeneracao mediada pelo peptideo [-
amildéide em fatias de hipocampo (BHAT et al., 2003); atraso no
aparecimento dos sintomas de esclerose lateral amiotrofica e aumento da

sobrevida de camundongos (KOH et al., 2007); inibicdo da proliferagao
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e aumento da apoptose de células de cancer de coélon (SHAKOORI et
al., 2007); efeito tipo antidepressivo no modelo do teste do nado for¢ado
(GOULD et al., 2004; BUDNI et al., 2012; ROSA et al., 2008), cogitou-
se as suas importantes aplicagdes clinicas como uma ferramenta para
elucidar os papéis da GSK3 na sinalizagdo celular e seu envolvimento
em doengas nas quais a atividade desta enzima estd aumentada (BHAT
et al., 2003; KOH et al., 2007; SHAKOORI et al., 2007; GOULD et al.,
2004). Neste trabalho nossa principal tarefa foi averiguar se o inibidor
da GSK3, o AR-A014418 poderia exercer efeito antinociceptivo em

modelos de nocicep¢ao aguda e cronica realizados em camundongos.
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1.4 JUSTIFICATIVA

A descoberta de que a GSK3 regula positivamente o processo
inflamatério e age sobre receptores ionotropicos glutamatérgicos do
subtipo NMDA nos levou a supor que ela poderia participar dos
mecanismos envolvidos na nocicep¢ao. Nossa suposi¢ao foi reforcada
pelos experimentos que demonstraram que a utilizagdo de um inibidor
desta enzima (AR-A014418) em animais apresentou um importante
efeito antidepressivo, considerando que a depressio e a dor
compartilham muitos mecanismos neuroquimicos este inibidor poderia
apresentar efeito antinociceptivo em modelos classicos de nocicepgao

aguda e cronica em camundongos.
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1.5 OBJETIVOS

1.5.1 Objetivo geral

O objetivo geral deste trabalho foi avaliar a influéncia da inibigdo

da GSK3 na nocicepcao aguda e cronica e analisar os mecanismos de

acao envolvidos neste efeito.

1.5.2 Objetivos especificos

1) Avaliar a influéncia da administragdo 1.p. de AR-A014418 ou

NP031115 em modelos animais de nocicep¢ao aguda;

i1) Verificar a influéncia do AR-A014418 administrado em diferentes

sitios (periférico e central) em modelos de nocicepcao aguda;

i) Avaliar a influéncia da co-administracdo de AR-A014418 com

agonistas de receptores glutamatérgicos e citocinas pro-inflamatorias;

iv) Observar a influéncia da administragao i.p. de AR-A014418 em um

modelo animal de nocicep¢ao cronica;

v) Analisar os mecanismos de acao do efeito do AR-A014418 na

nocicepgao cronica;

vi) Verificar a influéncia da administragdo i.p. de AR-A014418 na

atividade locomotora de camundongos.



2 MATERIAIS E METODOS

2.1 ANIMAIS

Para realizagdo dos experimentos utilizou-se camundongos Swiss
machos de aproximadamente 2 meses de idade, pesando entre 25-35g,
provenientes do biotério da Universidade Federal de Santa Catarina
(UFSC), mediante aprovacdo dos protocolos experimentais pela
Comissio de FEtica para o Uso de Animais (CEUA) desta mesma
Universidade (PP00525 ¢ 2011.0407).

ApoOs a chegada dos camundongos em nosso laboratorio eles
foram armazenados em caixas de polipropileno com diametro de
41x34x16cm, com tampa superior de aco inox contendo um frasco de
polipropileno com agua (500 ml) e espaco para armazenar racao,
acomodadas em estantes ventiladas da marca Alesco. O numero de
animais foi limitado a 15 por caixa, proporcionando um alojamento
comodo dentro da area exigida para esta espécie. Os roedores foram
ambientados por, pelo menos, uma semana em nosso biotério antes de
serem utilizados nos experimentos, que foram realizados das 8:00 as
14:00 horas. Os animais permaneceram em um ciclo de 12 horas claro e
12 horas escuro (luzes acesas as 6:00 horas), receberam agua e comida a
vontade e a temperatura foi mantida em 22 + 2°C. Todos os
procedimentos foram conduzidos de acordo com as normas de cuidados
com animais de laboratério e as diretrizes éticas para investigacdo de

dor em animais conscientes (ZIMMERMANN, 1983).
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2.2 MODELOS DE NOCICEPCAO AGUDA
2.2.1 Contorc¢oes abdominais induzidas pelo acido acético

Em todos os experimentos comportamentais os animais
permaneceram na sala onde os mesmos foram executados por, pelo
menos, uma hora antes dos testes. Eles foram colocados em um local
apropriado para execugcdo da avaliagdo nociceptiva, que variou
dependendo da abordagem, foram estes: funil de vidro ou acrilico com
tampa sobre a mesa de experimentos, acrilico com tampa sobre tela de
metal (nos experimentos em que avaliamos a hiperalgesia ao estimulo
mecanico) ou sobre a placa metalica (nos testes da placa quente e fria,
em que avaliamos a hiperalgesia ao estimulo térmico).

No teste das contor¢cdes abdominais induzidas pelo dcido acético
os camundongos foram tratados pela via intraperitoneal (i.p.) com AR-
A014418 (inibidor da GSK3), nas doses de 0,01; 0,1 e 1 mg/kg ou com
veiculo (controle) (0,1% de dimetilsulféxido [DMSO] diluido em uma
solucao de cloreto de sodio a 0,9%, em um volume de 10 mL/kg). Apos
o tratamento cada camundongo foi colocado em um funil de vidro e
permanecendo por 30 minutos para ambientagdo, depois deste periodo
os roedores receberam uma inje¢ao i.p. contendo um volume fixo de 450
uL de acido acético, na concentragdao de 0,6% (DE MATTOS et al.,
2007; MAZZARDO-MARTINS et al., 2010). Apds a injecdao de acido
acético os animais retornaram ao funil de vidro e contabilizou-se,
cumulativamente, o numero das contor¢des abdominais realizadas em
um periodo de 20 minutos, indicativas de nocicepcao (Figura 15) (DE
MATTOS et al.,, 2007; MAZZARDO-MARTINS et al, 2010). As

contor¢des abdominais foram definidas como a contracdo da
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musculatura abdominal e estiramento dos membros posteriores, como
pode ser observado na Figura 15, painel E (GIAMBERARDINO et al.,
1995).

Figura 15. Esquema demonstrando o experimento das contorgdes

abdominais induzidas pelo acido acético.

30 mi | AR-A014418 (0,01; 0.1 e I mg/kg)
min. sala .
i S ou veiculo (0,1% DMSO, 10 mL/kg) 30 min.

0 - -\Q
Sl ~
| " =5

Acido Acético (450 pL, 0,6%) Numero de contor¢des em 20 min.

D

Legenda: No experimento das contor¢cdes abdominais induzidas pelo acido acético
0s animais permaneceram meia hora na sala de experimentos em suas caixas (A),
receberam administragcdo i.p. de AR-A014418 (doses de 0,01, 0,1 e 1 mg/kg) ou de
veiculo (controle) (0,1% de DMSO diluido em solucao de cloreto de sodio a 0,9%,
volume de 10 mL/kg) (B). Apds a administracdo cada animal foi colocado em um
funil de vidro por meia hora (C). Passado este periodo eles receberam uma injecao
intraperitoneal de &cido acético (volume fixo de 450 uL, 0,6%) (D), voltaram ao
funil para contagem cumulativa do numero de contor¢des abdominais em 20
minutos, indicativa de nocicepcao (E).

Fonte: autora (2013), exceto E — adaptada de Giamberardino et al. (1995).
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A diminui¢do da nocicepgao foi considerada como a reducgdo do
numero das contor¢des abdominais quando os grupos tratados com o
AR-A014418 foram comparados com o grupo controle, que recebeu

apenas veiculo.

2.2.2 Nocicepcao induzida pela formalina

A nocicepcdo induzida pela administracdo subcutinea de
formalina injetada na planta da pata posterior direita dos camundongos
foi realizada conforme descrito por Hunskaar; Fasmer e Hole (1985).
Cada camundongo permaneceu 30 minutos em um funil de vidro, apos
este periodo recebeu uma injecao de 20 uLL de uma solugao de formalina
a 2,5% (0,92% de formaldeido em salina). Os animais retornaram para
seus funis e foi contabilizado o tempo em que cada animal permaneceu
lambendo e/ou mordendo a pata injetada com a agente causador do
comportamento nociceptivo.

Este teste se caracteriza por duas fases, uma primeira ou
nociceptiva ¢ uma segunda ou inflamatoria. Na primeira fase do teste
contabiliza-se cumulativamente o tempo do comportamento indicativo
de nocicepcao nos primeiros 5 minutos apds a administragdo da solucao
de formalina; esta fase foi seguida por um periodo em que o animal ndo
expressou qualquer comportamento indicativo de nocicep¢do ou o
mesmo encontrava-se extremamente diminuido. Na segunda fase do
teste o comportamento nociceptivo dos mesmos animais foi avaliado,
dos 15 aos 30 minutos ap6s a administracdo da formalina, finalizando o
teste (NUCCI et al., 2012).

O primeiro esquema de tratamento teve como principal objetivo

averiguar se a administracdo 1.p. do AR-A014418 diminui o
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comportamento nociceptivo em animais submetidos ao teste de
nocicepcao induzido pela formalina. Desta forma os animais foram:
tratados com AR-A014418 (0,03, 0,1 e 0,3 mg/kg) ou veiculo (controle)
(0,1% de DMSO diluido em uma solugao de cloreto de sodio a 0,9%, 10
mL/kg); colocados individualmente em funis de vidro por 30 minutos;
receberam a injecao de formalina na pata posterior direita (subcutanea);
retornaram ao funil e contabilizamos o comportamento indicativo de

nocicepgao (Figura 16).

Figura 16. Esquema da administracdo intraperitoneal do AR-A014418

ou veiculo no teste de nocicepg¢do induzido pela formalina.

AR-A014418(0,03; 0,1 ¢ 0,3 mg/kg) .
ou veiculo (0,1% DMSO, 10 mL/kg) 30 min.

30 min. sala

o o "-&
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Fase I=0a 5 min.

Formalina (20 uL, 2.5%) Fase 2= 15 a 30 min.

D

Legenda: Os animais permaneceram 30 minutos na sala de experimentos (A) antes
de receberem a inje¢do i.p. de AR-A014418 (0,03, 0,1 e 0,3 mg/kg) ou de veiculo
(controle) (0,1% de DMSO, 10 mL/kg) (B), ap6s o procedimento descrito acima eles
foram colocados individualmente em funis de vidro por 30 minutos (C), decorrido
este tempo os roedores receberam injecdo de formalina na pata posterior direita (20
ul, 2,5%) (D) e nés contabilizamos o tempo em que os animais morderam e/ou
lamberam o membro inferior injetado dos 0-5 minutos e dos 15-30 minutos (E).
Fonte: autora (2013).
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Com o intuito de obtermos informagdes adicionais e corroborar o
envolvimento da GSK3 na nocicep¢do, os animais foram tratados,
também sistemicamente, com outro inibidor desta enzima, o NP031115,

uma tiadiazolidinona (ver Figura 17).

Figura 17. Esquema da administracdo sistémica do NP031115 ou

veiculo no teste de nocicepgao induzida pela formalina.

NPO31115 (1,3 ¢ 10 mg/kg)

30 min. sal '
TERste ou veiculo (0,1% DMSO, 10 mL/kg) 30 min.

Fase 1= 0a 5 min.
Formalina (20 uL, 2,5%) Fase 2= 15 a 30 min.

E

Legenda: Trinta minutos apds ambientacdo na sala de experimentos (A) os animais
receberam uma injecao i.p. de NP031115 (1, 3 e 10 mg/kg) ou veiculo (controle)
(0,1% de DMSO, 10 mL/kg) (B) e foram colocados em funis de vidro (C), apds 30
minutos eles foram submetidos a inje¢do de formalina (20 pL, 2,5%) na regido
subcutanea da pata posterior direita (D) e o tempo em que os animais permaneceram
lambendo e/ou mordendo a pata injetada foi indicativo de nocicepgao (E).

Fonte: autora (2013).
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ApoOs a realizagdo destes experimentos iniciais, nos quais oS
inibidores da GSK3 foram administrados sistemicamente (AR-A014418
e NP031115), a proxima pergunta a ser respondida foi sobre o sitio
(local) em que o AR-A014418 poderia exercer seu efeito de diminuir a
nocicepcao, periférica ou centralmente. Desta forma, o proximo passo
foi injetar o AR-A014418 (0,1, 1 e 10 ug/sitio) na regido subcutanea da
pata posterior direita dos animais, juntamente com a formalina (2,5%

/sitio) (Figura 18).
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Figura 18. Esquema da co-administragdo de AR-A014418 ou veiculo

com formalina na pata posterior de camundongos.

AR-A014418 (0,1: 1 e 10 pg/sitio)
ou veiculo (DMSO 0,1%)
+

S sdls 30 min. Formalina (2,5%/ sitio)

=2 o2 "'&
L.

: —
N

Fase I=0a 5 min.
Fase 2= 15 a 30 min.

Legenda: Os animais permaneceram em suas caixas, na sala de experimentos, por 30
minutos (A). Apos este periodo eles foram colocados individualmente em funis de
vidro (B) e, passada meia hora, receberam uma unica injecao de AR-A014418 (0,1;
1 e 10 pg/sitio) ou veiculo (0,1% de DMSO) juntamente com formalina (2,5% /sitio)
na regido subcutinea da pata posterior direita (C). Findado o procedimento cada
animal retornou para seu funil e o experimentador contabilizou o tempo em que o
animal exibiu o comportamento indicativo de nocicep¢do (0-5 minutos e 15-30
minutos apos a inje¢ao) (D). Observagdo: note que o volume administrado na pata
dos camundongos (sitio) foi de 20 pL.

Fonte: autora (2013).

O proximo objetivo foi demonstrar se 0 AR-A014418 diminui a
nocicep¢ao quando administrado na regido subaracndidea (espinal,
lombar) de camundongos, portanto, centralmente. Para cumprir com este

objetivo os animais receberam AR-A014418 (0,1, 1, 10 e 100 ng/sitio) e
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ap6s 15 minutos foi administrada uma injecao de formalina (2,5%/siti0)

na pata dos animais (Figura 19).

Figura 19. Esquema da administracdo no espaco subaracndideo lombar
de AR-A014418 ou veiculo 15 minutos antes da injecdo de formalina na
pata de camundongos.

AR-A014418 (0.1 1: 10 ¢ 100 ng/sitio)
15 min. ou veiculo (DMSO 0,1%)

F QA
- 5
,——\f\
Fase 1=0a 5 min.
15 min. Formalina (20 pL, 2.5%) Fase 2= 15 a 30 min.

30 min. sala

Legenda: Os animais permaneceram em suas caixas durante 30 minutos, na sala de
experimentos (A); posteriormente, os roedores foram colocados individualmente em
funis de vidro por 15 minutos (B), decorrido este intervalo de tempo eles receberam
injecdo subaracnoidea de AR-A014418 (0,1; 1; 10 e 100 ng/sitio) ou veiculo (0,1%
de DMSO) (C) e retornaram aos funis (D). Ap6és 15 minutos os camundongos
receberam injecao subcutanea de formalina (2,5%/sitio) na pata posterior direita (E)
e a resposta indicativa de nocicepcao foi avaliada por 30 minutos (F).

Fonte: autora (2013).

A 1njecdo no espago subaracnoideo lombar foi realizada em
animais conscientes. Os camundongos foram gentilmente retirados de

seus funis, sua cabega e a regido anterior do tronco foram mantidas

dentro de um cilindro plastico confeccionado a partir da unido de dois
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tubos para filme de maquina fotografica (com orificios na parte anterior
para fornecer ventilagdo), o fundo de um deles foi retirado para que
pudesse ser encaixado no outro. Uma agulha de calibre 30 foi conectada
a uma extremidade de um fino tubo de polietileno, com comprimento de
10 cm, a outra extremidade do tubo foi acoplada a uma seringa
Hamilton com capacidade para 25ul.. O experimentador realizou flexao
da coluna vertebral do animal, estabilizando-a na regido superior as
cristas iliacas. Com a outra mdo a agulha foi inserida na pele, entre as
laminas dos arcos das vértebras L5-L6, até atingir o espago
subaracnoideo. Apos a penetragdo da agulha no espago supracitado, o
animal apresentou um comportamento reflexo de mexer a cauda em “S”,
caracteristico desta via de administracdo, sendo este um sinal que
demonstrou o sucesso do procedimento (CORDOVA et al., 2013). E
importante mencionar que nesta regido onde a injecdo foi realizada ¢
onde se encontra a cauda eqiiina, ndo havendo a presengca da medula
espinal, que termina superiormente; portanto, o animal ndo apresentou
déficit locomotor apds o procedimento. O volume de cada injecao, 5 uL,
foi administrado lentamente, com duracdo de 5 segundos (Figura 19).
Relatos da literatura demonstram que a transmissdo das
aferéncias nociceptivas nos testes comportamentais utilizados até o
presente momento neste estudo, o modelo de contor¢des abdominais
induzidas pelo 4acido acético e a nocicep¢dao induzida pela formalina,
ocorre por intermédio da ativacdo do sistema glutamatérgico e das
citocinas pro-inflamatorias na medula espinal (OKUDA et al., 1984;
SCHAIBLE; SCHMIDT, 1985, CASTILLO et al., 1995; THOMAZZI et
al., 1997; RIBEIRO et al.,, 2000; MALMBERG et al, 1997).

Considerando a relevante contribuicdo deste neurotransmissor
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excitatorio e das citocinas pré-inflamatorias na nocicepg¢ao, nosso
proximo objetivo foi investigar se a administracdo do AR-A014418
seria capaz de modificar a nocicepcdo ocasionada pela administracao
espinal de glutamato, agonistas de receptores NMDA, agonistas de
receptores trans-ACPD e das citocinas pro-inflamatérias TNF-a e IL-1J,

descritas no préximo item.

2.2.3 Nocicepcao induzida pela administracio no espaco
subaracnodideo de glutamato, NMDA, Trans-ACPD, TNF-a e IL-1p
Este experimento foi realizado da seguinte maneira: os animais
foram conduzidos do biotério para a sala de experimentos,
permanecendo por 30 minutos em sua caixa. Posteriormente foram
colocados em funis de vidro, cada animal em um funil, por 30 minutos.
Ap0s este periodo de tempo o camundongo foi submetido a uma injegao
no espago subaracnoideo, que foi descrita em detalhes no item acima. O
contetido da injecao foi: AR-A014418 (10 ng/sitio) ou veiculo (0,1% de
DMSO, 5 uL) juntamente com glutamato (175 nmol/sitio), NMDA (450
pmol/sitio) ou trans-ACPD (50 nmol/sitio) ou TNF-a (0,1 pmol) ou IL-
1B (1 pmol) (DAL-BO et al., 2012; CORDOVA et al., 2013). Apés a
inje¢ao os animais foram colocados novamente nos funis de vidro e o
comportamento indicativo de nocicep¢dao foi avaliado por diferentes
intervalos de tempo, dependendo do agente causador de nocicepgao
utilizado na administragdo: glutamato por 3 minutos; NMDA por 5
minutos; trans-ACPD, TNF-a e IL-1B por 15 minutos (Figura 20)
(C()RDOVA et al., 2013; DAL-BO et al., 2012). Neste experimento o
comportamento indicativo de nocicep¢do apresentado pelo animal foi

considerado como o tempo em que o animal permaneceu lambendo e/ou
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mordendo a regido do tronco inferior ao local da inje¢do, pelve, os
membros posteriores ¢ a cauda (DAL-BO et al., 2012; CORDOVA et
al., 2013) (Figura 20).

Figura 20. Esquema da co-dministracido de AR-A014418 ou veiculo
com agonistas dos receptores glutamatérgicos ou citocinas pro-

inflamatorias no espago subaracndideo.

AR-A014418 (10 ng/sitio) ou veiculo (DMSO 0,1%)

+
Glutamato (175 nmol) ou NMDA (450 pmol) ou trans-
30 min. sala ACPD (50 nmol) ou TNF-a (0,1 pmol) ou
30 min. IL-1p (Ipmol). Por sitio.

¢
/“'\\\

Resposta nociceptiva
Glutamato = 3 min.;
NMDA = 5 min.;
Trans-ACPD, TNF-a e IL-1} = 15 min.

Legenda: Os animais permaneceram 30 minutos na sala de experimentos (A),
posteriormente foram colocados, individualmente, em funis de vidro por 30 minutos
(B). Decorrido este tempo os camundongos foram gentilmente mantidos dentro de
um cilindro plastico, foi realizada flexdo da coluna vertebral dos roedores e eles
foram imobilizados superiormente as cristas iliacas. A agulha acoplada a seringa
Hamilton foi inserida entre as ldminas dos arcos das vértebras L5-L6 até atingir o
espaco subaracndideo (C). Os roedores receberam co-administracio de AR-
A014418 (10 ng/sitio) ou veiculo (0,1% de DMSO) e glutamato (175 nmol/sitio) ou
NMDA (450 pmol/sitio) ou trans-ACPD (50 nmol/sitio) ou TNF-a (0,1 pmol/sitio)
ou IL-1B (1 pmol). Retornaram aos funis (D) e a resposta nociceptiva foi avaliada
por: 3 minutos apds a inje¢ao de glutamato, 5 minutos apos a administracdo de
NMDA e por 15 minutos ap6s a inje¢do de trans-ACPD, TNF-a e IL-18 (E). O
volume de liquido administrado na coluna lombar no espago subaracnoideo foi de
SuL.

Fonte: autora (2013).
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2.2.4 Analise estatistica dos experimentos de nocicepcio aguda

Os resultados foram expressos como a média + o erro padrao da
média (E.P.M.), exceto para os valores da DIsy (doses do AR-A014418
ou do NPO31115 necessarias para reduzir a resposta nociceptiva em
50%, quando comparados ao grupo controle), que foi expressa como a
média geométrica acompanhada pelo limite de confianca de 95%. Os
valores da DIsy foram determinados por regressao nado-linear utilizando
o programa de computador GraphPad (GraphPad Software, Inc., San
Diego, CA). As comparagdes entre os grupos experimental e controle
foram realizadas pela ANOVA de uma via seguida pelo teste de Student
Newman Keuls, quando apropriado. Nos experimentos em que
avaliamos o efeito de agonistas glutamatérgicos e citocinas pro-
inflamatorias espinalmente utilizamos o teste t de Student. Os valores de
P menores que 0,05 foram considerados significativos.

Este item descreve a andlise estatistica utilizada nos experimentos
citados até o presente momento, que foram agrupados em um artigo

cientifico (MARTINS et al., 2011).

2.2.5 Substancias utilizadas nos experimentos de nocicep¢iao aguda

Formaldeido, acido acético e dimetilsulfoxido (DMSO) foram
adquiridos da Merk A. G. (Darmstadt, Alemanha). Acido L-glutdmico e
AR-A014418 (N-(4-metoxibenzil)-NO-(5-nitro-1,3-tiazol-2-il)uréia)
(Sigma Chemical Co. St. Louis, MO). N-metil-D-aspartato (NMDA) ¢
(6)-1-aminociclopentano-trans-1,3 acido dicarboxilico (trans-ACPD)
(Tocris Cookson (Bristol, UK). Interleucina 1B e fator de necrose

tumoral o (TNF-a) foram obtidas da R&D Systems (Minneapolis, MN).
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Finalmente o NP031115 (4(4-cloro-fenil)-2-metil-[1,2,4]tiadiazolidine-
3,5-dione) Noscira (Tres Cantos, Espanha), respectivamente. Todas as
substancias foram dissolvidas em solucdo salina (NaCl a 0,9%), exceto
para o AR-A014418 ¢ NP031115 que foram dissolvidos em salina em
uma concentracdo final de 0,1% de DMSO. As substancias foram
administradas intraperitoneal em um volume constante de 10 mL/kg de

peso corporal.

2.3 MODELO DE NOCICEPCAO CRONICA

2.3.1 Ligacao parcial do nervo isquiatico (PSNL)

O procedimento cirtrgico de PSNL foi semelhante ao descrito
por Malmberg e Basbaum (1998). Os animais foram anestesiados com
uma injecdo de xilazina (10 mg/kg) e cetamina (80 mg/kg) administrada
no peritonio dos camundongos. Apds a verificacdo do estado de
consciéncia do animal (através do pingamento da cauda e das pregas
interdigitais), efetuou-se a tricotomia da area que foi operada (coxa
direita). Em seguida, fez-se uma incisdo curvilinea na coxa direita do
animal, que iniciou acima ¢ medialmente ao trocanter maior do fémur e
terminou proximo a fossa poplitea, na inser¢do dos musculos
isquiotibiais. A exposicdo do nervo isquidtico foi conseguida apos a
divulsao muscular (musculo biceps femoral). Utilizamos um fio de
sutura 9-0 para ligar %2 a 5 do didmetro do nervo isquiatico (Figura 21).
Nos animais falso-operados o nervo foi exposto, mas ndo foi ligado.
Logo apds, a incisdo na pele foi reparada com 2 pontos de sutura com

fio absorvivel (5-0) e realizada a assepsia no local com antisséptico
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(Povidine®). Apds a cirurgia, os animais permaneceram proximos a
uma lampada acessa como fonte de calor até retornarem a deambular

pela caixa, voltando entdo ao biotério do laboratorio.

Figura 21. Figura demonstrando o modelo da ligagdo parcial do nervo

isquidtico.

Nervo IsquidticO

o

q D

Ligacao Parcial do
gag

Nervo Isquiatico

#_

Legenda: O modelo da ligacao parcial do nervo isquidtico (PSNL) foi realizado
ligando 2 a '3 do didmetro da porcao distal do nervo isquidtico de camundongos.
Fonte: adaptada de Calvo; Dawes e Bennett (2012).
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2.3.1.1 Mensuracao da hiperalgesia ao estimulo mecéanico

Os camundongos foram colocados individualmente em acrilicos
com tampa contendo 15 lugares, cada compartimento media 9x7x11cm
e foi ocupado por um animal. O acrilico repousou sobre uma malha
metalica de uma plataforma de madeira, elevada do solo, que permitiu
ao pesquisador o livre acesso a superficie plantar da pata posterior
direita dos animais (BOBINSKI et al., 2011).

Os roedores permaneceram por aproximadamente uma hora no
acrilico, até que o comportamento exploratorio cessasse para a avaliacao
do comportamento nociceptivo. A resposta ao estimulo mecéanico foi
efetuada da seguinte maneira: um filamento de von Frey com carga de
0,4g (Stoelting, Chicago, IL) foi aplicado perpendicularmente na
superficie ventral da pata posterior direita dos animais (regido proximal
aos dedos, metacarpo), foi mantido por 3 segundos e a aplicacdo foi
repetida 10 vezes, com intervalo de 1 minuto entre elas (Figura 22). A
pressdo aplicada foi suficiente para promover a curvatura do filamento
utilizado. A resposta foi considerada positiva quando, apos o estimulo
com o filamento, o animal retirou completamente a pata da grade
metalica. O resultado foi expresso como a porcentagem de retirada da
pata frente ao estimulo mecanico, por exemplo, se em 10 aplicacdes o
animal retirou a pata da grade metélica 7 vezes, o resultado para este

animal foi de 70% (BOBINSKI et al., 2011).
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Figura 22. Esquema demonstrando como foi realizada a avaliagdo ao

estimulo mecanico.

Legenda: Os animais foram colocados em um compartimento de um acrilico com
tampa, que repousou sobre uma plataforma cujo teto era composto por uma malha
de metal (A e B), permitindo o livre acesso da superficie ventral da pata posterior
direita dos animais (C). Ap6s uma hora de ambientagdo o filamento de von Frey
com carga de 0,4g foi aplicado perpendicularmente (D) até a curvatura do mesmo, e
a resposta nociceptiva ao estimulo mecanico foi mensurada, esse procedimento foi
repetido por 10 vezes.

Fonte: autora (2013).

O limiar mecanico dos animais foi avaliado antes do
procedimento cirurgico. Posteriormente eles foram submetidos a PSNL
ou exposi¢ao do nervo isquidtico e foram conduzidos até o biotério. 7
dias apos a cirurgia o limiar mecanico dos animais foi novamente
avaliado, e os mesmos foram divididos homogeneamente entre os
grupos que, apos esta avaliagdo, receberam inje¢do intraperitoneal

contendo AR-A014418 (0,03, 0,1, 0,3 ¢ 1 mg/kg) ou veiculo (0,1% de
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DMSO diluido em solucao de NaCl a 0,9%). Apds a administracao das
substancias eles retornaram para seus acrilicos e o teste de hiperalgesia
ao estimulo mecanico foi novamente realizado nos seguintes tempos:

0,5, 1, 2 e 3 horas apo6s o tratamento (Figura 23).

Figura 23. Esquema da curva dose-resposta do AR-A014418 no teste de

hiperalgesia ao estimulo mecanico.

T PSNL

ou grupo falso-operado

AR-A014418 (0,03; 0,1: 0.3 ¢ I mg/kg) 0.5: 1, 2 e 3 horas apos o tratamento
ou
veiculo (DMSO 0,1%, 10 mL/kg)

Legenda: O limiar ao estimulo mecénico dos animais foi avaliado antes do
procedimento cirurgico (A). Posteriormente, os animais foram submetidos a PSNL
ou somente a exposi¢do do nervo, sem ligacdo (grupo falso-operado) (B),
conduzidos ao biotério por 7 dias (C). No sétimo dia apods a cirurgia o limiar
mecanico foi novamente avaliado (D) e os animais foram divididos
homogeneamente nos grupos que, logo em seguida, receberam injecao
intraperitoneal de AR-A014418 (0,03, 0,1, 0,3 e 1 mg/kg) ou veiculo (0,1% de
DMSO, 10 mL/kg) (E). Os animais foram colocados novamente no acrilico o limiar
mecanico foi novamente avaliado 0,5, 1, 2 e 3 horas ap6s o tratamento (F).

Fonte: autora (2013).

Ap6s a realizacao do experimento supracitado foi escolhida uma
dose do AR-A014418 que apresentou um efeito significativo em

diminuir a nocicep¢ao dos camundongos frente ao estimulo mecanico.
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Os animais foram tratados com essa dose (0,3 mg/kg, i.p.) ou com
veiculo (0,1% de DMSO, 10 mL/kg, i.p.) diariamente, do 7° ao 11° dia
apos a cirurgia, o tratamento foi interrompido por 3 dias (do 12° ao 14°
dia apods o procedimento cirargico) e retomado por mais 3 dias (do 15°
ao 17° dia ap6s a PSNL). As avaliagdes utilizando o filamento de von

Frey foram iniciadas meia hora apds o tratamento (Figura 24).

Figura 24. Esquema do tratamento diario com AR-A014418 ou veiculo

apos a PSNL.
S
N

-

N y
== . - w\
AR-A014418 ( 0.3 mg/kg) ou 30 minutos
Veiculo (DMSO 0,1%, 10 mL/kg)

7oa0 11°edo 15 ao 17¢
dias apés a cirurgia D

8 120, 13¢e 14¢ dias apos a cirurgia -
Somente avaliagdo ao estimulo
mecanico — sem tratamento.

Legenda: Os camundongos (submetidos & PSNL ou exposi¢ao do nervo) receberam
injecdo intraperitoneal de AR-A014418 (0,3 mg/kg) ou veiculo (0,1% de DMSO,10
mL/kg) do 7° ao 11° e do 15° ao 17° dia apds o procedimento cirirgico (A), foram
colocados no acrilico sobre a malha de metal (B) e, meia hora ap6s (C), o limiar
mecanico dos roedores foi avaliado (D). No 12°, 13° ¢ 14° dia os animais nao
receberam injecdo intraperitoneal, somente o limiar ao estimulo mecanico foi
avaliado.

Fonte: a autora (2013).
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2.3.1.2 Mensuracao da hiperalgesia ao estimulo térmico
Para avaliar a hiperalgesia ao estimulo ao térmico ao frio e ao
calor utilizamos a Placa Quente/Fria (AVS projetos, Mod AVS-CQS,

SP, Brasil). Conforme descrito a seguir.

2.3.1.2.1 Teste da placa quente

Sete dias apos o procedimento cirurgico os grupos de animais: (1)
falso-operado + injec¢ao intraperitoneal contendo veiculo (10 mL/kg);
(1) falso-operado + injecao intraperitoneal contendo AR-A014418 (0,3
mg/kg); (ii1)) PSNL + injecdo intraperitoneal contendo veiculo (10
mL/kg) e (iv) PSNL+ injecdo intraperitoneal contendo AR-A014418
(0,3 mg/kg) foram colocados sobre uma placa metalica pré-aquecida a
48°C, em um acrilico com tampa, 30 minutos apds os tratamentos
(injecdes intraperitoneais). Contabilizamos a laténcia para a retirada da
pata posterior direita da placa. O tempo de corte para evitar lesdo

tecidual foi de 60 segundos (Figura 25) (CAVANAUGH et al., 2009).

2.3.1.2.2 Teste da placa fria

Os grupos de animais avaliados foram os mesmos citados no item
anterior (2.3.1.2.1). Os camundongos foram colocados sobre uma placa
de aluminio na temperatura de 5°C. A laténcia para a retirada da pata

posterior direita foi avaliada. O tempo de corte para evitar dano tecidual

foi de 150s (AKIYAMA et al., 2010) (Figura 25).
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Figura 25. Esquema dos experimentos realizados para mensuragdao da
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hiperalgesia ao estimulo ao calor e ao frio.

1% PSNL

30 minutos

ou grupo falso-operado AR-A014418 ( 0.3 mg/kg) ou
Veiculo (DMSO 0.1%, 10 mL/kg)

Legenda: Sete dias ap6s os camundongos terem sido submetidos ao procedimento
cirtirgico (A) (PSNL e falso-operados) eles receberam injecdes intraperitoneais de
AR-A014418 (0,3 mg/kg) ou veiculo (10 mL/kg) (B) e meia hora apds (C) foram
colocados sobre a placa quente (mantida a 48°C) ou sobre a placa fria (5°C)
(diferentes grupos de animais) (D) em um acrilico com tampa (E). Observamos a
laténcia para retirada da pata posterior direita dos animais da placa (F).

Fonte: autora (2013).

Como os animais tratados pela via i.p. com AR-A014418
apresentaram uma significativa diminui¢do da nocicep¢do ocasionada
pela PSNL, prosseguimos com os experimentos, desta vez, com o
objetivo de investigar os possiveis mecanismos de acao envolvidos neste

efeito, que serdo descritos nos itens subsequentes.
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2.3.1.3 Envolvimento do sistema serotoninérgico no efeito do AR-

A014418 em diminuir a nocicepg¢ao.

Com o intuito de avaliar a possivel contribui¢do da serotonina
enddgena no efeito de diminuir a nocicepg¢do ocasionado pelo AR-
A014418, os animais receberam inje¢des intraperitoneais de p-
clorofenilalanina metil éster (PCPA, 100 mg/kg), um inibidor da sintese
de serotonina; ou de salina (10 mL/kg), uma vez ao dia, por quatro dias
consecutivos, do 4° ao 7° dias ap6s o procedimento cirargico (CUNHA
et al., 2013). Decorridos 20 minutos da ultima administracdo os animais
receberam inje¢des de AR-A014418, veiculo, morfina ou salina ¢ 30
minutos apds as administracdoes a hiperalgesia mecanica foi avaliada.

Neste experimento avaliamos os seguintes grupos: (i) salina (10
mL/kg, i.p.) + salina (10 mL/kg, subcutanea (s.c.); (ii)) PCPA (100
mg/kg, 1.p.) + salina (10 mL/kg, s.c.); (i) salina (10 mL/kg, i.p.) +
morfina (5 mg/kg, s.c.) e (iv) PCPA (100 mg/kg, 1.p.) + morfina (5
mg/kg, s.c.). A principal pergunta a ser respondida com este
experimento € se o tratamento dos animais com morfina pode ser
prevenido quando os animais receberam inje¢oes prévias de PCPA.

Realizamos outro experimento, agora para averiguar s€ o pré-
tratamento dos animais com PCPA seria capaz de prevenir o efeito do
AR-A014418 em diminuir a nocicep¢ao dos animais submetidos a
PSNL. Os grupos avaliados foram: (1) salina (10 mL/kg, 1.p.) + veiculo
(10 mL/kg, 1.p.); (1)) PCPA (100 mg/kg, 1.p.) + veiculo (10 mL/kg, 1.p.);
(i11) salina (10 mL/kg, 1.p.) + AR-A014418 (0,3 mg/kg, 1.p.) e (iv) PCPA
(100 mg/kg, i.p.) + AR-A014418 (0,3 mg/kg, 1.p.) (Figura 26).
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Figura 26. Experimento realizado para a avaliagdo do envolvimento do
sistema serotoninérgico no efeito do AR-A014418 em diminuir a

nocicepg¢ao.
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PCPA (100 mg/kg) ou Salina (10 mL/kg) 20 min.
do 4 ao 7° dias apos a PSNL.

AR-A014418 (0.3 mg/kg)
ou veiculo (10 mL/kg)

Legenda: Os animais foram submetidos ao procedimento cirurgico de PSNL (A). Do
4° ao 7° dias apos a cirurgia eles receberam injegdes intraperitoneais diarias de
PCPA (100 mg/kg) ou de salina (10 mL/kg) (B). Decorridos 20 minutos da ultima
injecdo (C) os animais receberam mais uma inje¢do intraperitoneal contendo AR-
A014418 (0,3 mg/kg) ou veiculo (10 mL/kg) (D) e foram colocados em acrilicos
cujo assoalho era uma malha de metal (E). Ap6s 30 minutos a nocicepgdo ao
estimulo mecanico foi avaliada (F).

Fonte: autora (2013).
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2.3.1.4 Envolvimento do sistema catecolaminérgico no efeito do AR-

A014418 em diminuir a nocicepg¢ao.

Para verificar o envolvimento do sistema catecolaminérgico no
efeito do AR-A014418 em diminuir a nocicepgao, no 7° dia apds a
PSNL os animais foram tratados com a-metil-p-tirosina (AMPT, 100
mg/kg, 1.p.), um inibidor da enzima tirosina hidroxilase ou com veiculo
(5% Tween 80 diluido em uma solucao de NaCl a 0,9%, 10 mL/kg, 1.p.)
(KASTER et al., 2007; MACHADO et al., 2008). Quatro horas apos a
administragdo os animais receberam uma injecdo de AR-A014418 (0,3
mg/kg, i.p.) ou de veiculo (0,1% DMSO, 10 mL/kg). Meia hora apos o
ultimo tratamento avaliou-se a hiperalgesia frente ao estimulo mecanico.
Os grupos que compuseram este experimento foram: (i) veiculo (5%
Tween 80, 10 mL/kg, i.p.) + veiculo (0,1% DMSO, 10 mL/kg, 1,p,); (i1)
AMPT (100 mg/kg, i.p.) + veiculo (0,1% DMSO, 10 mL/kg, i,p); (iii)
veiculo (5% Tween 80, 10 mL/kg, i.p.) + AR-A014418 (0,3 mg/kg, 1.p.);
(iv) AMPT (100 mg/kg, i.p.) + AR-A014418 (0,3 mg/kg, i.p.) (Figura
27).
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Figura 27. Experimento realizado para a avaliagdo do envolvimento do
sistema catecolaminérgico no efeito do AR-A014418 em reduzir a

nocicepg¢ao.
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AMPT (100 mg/kg, 1.p.) ou veiculo (5% 4 horas
tween 80, 10 mL/kg, i.p.)

AR-A014418 (0.3 mg/kg)
ou veiculo (10 mL/kg)

Legenda: Os animais foram submetidos ao procedimento cirdrgico de PSNL (A).
No 7° dia apds a cirurgia eles receberam injegdo intraperitoneal de AMPT (100
mg/kg) ou veiculo (5% Tween 80, 10 mL/kg) (B). 4 horas apds a administragao (C)
os camundongos receberam mais uma injecao intraperitoneal de AR-A014418 (0,3
mg/kg) ou de veiculo (0,1% DMSO, 10 mL/kg) (D), os roedores foram colocados no
acrilico que repousava sobre uma tela de metal e meia hora apds a nocicepcao ao
estimulo mecéanico foi avaliada.

Fonte: autora (2013).

2.3.1.5 Participacdo da via do 6xido nitrico no efeito do AR-A014418

em reduzir a nocicepgao.

O envolvimento da via da L-arginina-6xido nitrico também foi
avaliada no efeito do AR-A014418 em diminuir a nocicepgdo (ROSA et
al., 2008). Decorridos 7 dias da cirurgia os animais foram tratados pela

via intraperitoneal com L-arginina (600 mg/kg, um precursor do 6xido
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nitrico) ou com veiculo (salina, 10 mL/kg). Vinte minutos apods eles
receberam AR-A014418 (0,3 mg/kg, 1.p.) ou veiculo (0,1% DMSO, 10
mL/kg, i.p.) ou N“-nitro- -arginina (L-NOARG, 75 mg/kg, i.p.), um
inibidor da enzima 6xido nitrico sintase (NOS), responsavel pela sintese
de oxido nitrico. A nocicep¢ao ao estimulo mecanico foi avaliada 30
minutos apds a ultima administragdo. Os seguintes grupos foram
avaliados: (i) veiculo (salina, 10 mL/kg, i.p.) + veiculo (salina, 10
mL/kg); (i1) L-arginina (600 mg/kg, 1.p.) + veiculo (salina,10 mL/kg,
1.p.); (ii1) veiculo (salina, 10 mL/kg, 1.p.) + L-NOARG (75 mg/kg, 1.p.) e
(iv) L-arginina (600 mg/kg, i.p.) + L-NOARG (75 mg/kg, i.p.).

Em outro experimento os grupos avaliados foram: (i) veiculo
(salina, 10 mL/kg, 1.p.) + veiculo (0,1% DMSO, 10 mL/kg, 1.p.); (i1) L-
arginina (600 mg/kg, i.p.) + veiculo (0,1% DMSO, 10 mL/kg, 1.p.); (ii1)
veiculo (salina, 10 mL/kg, i.p.) + AR-A014418 (0,3 mg/kg, 1.p.) e (iv)
L-arginina (600 mg/kg, i.p.) + AR-A014418 (0,3 mg/kg, 1.p.) (Figura
28).



99

Figura 28. Avaliagdo do envolvimento da via L-arginina-6xido nitrico
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L-arginina (600 mg/kg, i.p.) ou veiculo 3() minutos.
(salina, 10 mL/kg, i.p.)

no efeito do AR-A014418 em diminuir a nocicepgao.

AR-A014418 (0.3 mg/kg)
ou veiculo (10 mL/kg)

Legenda: Os animais foram submetidos ao procedimento cirargico de PSNL (A). No
7° dia apos a cirurgia eles receberam inje¢do intraperitoneal de L-arginina (600
mg/kg) ou veiculo (salina, 10 mL/kg) (B). 30 minutos ap6s a administragdo (C) os
camundongos receberam mais uma inje¢do intraperitoneal de AR-A014418 (0,3
mg/kg) ou de veiculo (0,1% DMSO, 10 mL/kg) (D), os roedores foram colocados no
acrilico que repousava sobre uma tela de metal (E) e meia hora apods a nocicepg¢ao ao
estimulo mecanico foi avaliada (F).

Fonte: autora (2013).

2.3.1.6 Mensuragdo dos niveis de citocinas na medula espinal

Os animais foram submetidos a PSNL ou a falsa-operagado e do 7°

ao 11° dia apo6s a cirurgia foram tratados, uma vez ao dia, com veiculo
(0,1% DMSO, 10 mL/kg, i.p.) ou AR-A014418 (0,3 mg/kg, i.p.). 30
minutos ap6és a Ultima administracio os camundongos foram
anestesiados com isoflurano e a eutanasia foi realizada. A por¢ao lombar
da medula espinal (L1-L6) foi removida e homogeneizada com salina

tamponada com fosfato (PBS) contendo Tween 20 (0,05%), fluoreto de
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fenilmetilsulfonil (PMSF, 0,1 mM), acido etilenodiamino tetra- acético
(EDTA, 10 mM), aprotinina (2 ng/mL), cloreto de benzeténio (0,1 mM).
O homogenato foi transferido para tubos Eppendorf, centrifugados a
3000g por 10 minutos a 4°C e o sobrenadante obtido foi estocado a -
80°C até a realizacdo das andlises (BOBINSKI et al., 2011). A
quantidade de proteina foi medida no sobrenadante pelo método de
Bradford (1976), usando albumina de soro bovino como um padrao. Um
volume de 100 pL da amostra foi utilizado para mensurar os niveis
espinais de TNF-a, IL-1p, antagonista do receptor para IL-1 (IL-1ra) e
IL-10 usando kits de ensaio imunoenzimatico (ELISA) para citocinas de
camundongos (R&D Systems, Minneapolis, MN) de acordo com as
instrug¢des do fabricante. A absorbancia para todas as citocinas estudadas
foi mensurada usando um leitor de microplacas nos comprimentos de
onda de 450 ¢ 550 nm. Para verificacdo dos niveis de cada citocina os
seguintes grupos foram usados: (i) falso-operado + veiculo (0,1%
DMSO, 10 mL/kg, i.p.); (i1) falso-operado + AR-A014418 (0,3 mg/kg,
1.p.); (ii1) PSNL + veiculo (0,1% DMSO, 10 mL/kg, i.p.) e (iv) PSNL +
AR-A014418 (0,3 mg/kg, i.p.) (Figura 29).
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Figura 29. Dosagem do nivel de citocinas espinais.
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Legenda: Os animais foram submetidos ao procedimento cirurgico de PSNL ou
falso-operados (A). Do 7° ao 11° dias apds o procedimento cirurgico os animais
receberam injecdes intraperitoneais didrias contendo AR-A014418 (0,3 mg/kg) ou
veiculo (0,1% DMSO, 10 mL/kg) (B). 30 minutos apos o ultimo tratamento (C) os
animais foram anestesiados com isoflurano (D) e a eutandsia foi realizada por
decaptagdo. Os segmentos medulares L1-L6 foram removidos (E) para analise dos
niveis das seguintes citocinas: TNF-a, [L-10, IL-1ra e IL-10 (F).

Fonte: autora (2013).

2.3.1.7 Avaliac¢ao da atividade locomotora

A ambulacao dos animais foi avaliada no teste do campo aberto,
como descrito por Kaster et al. (2013). O teste foi realizado em uma
caixa de madeira medindo 40x60x50 cm, cujo assoalho era dividido em
12 quadrados idénticos. Os camundongos foram tratados com AR-
A014418 (0,1; 0,3 e 1 mg/kg, i.p.) ou veiculo (0,1% DMSO, 10 mL/kg,
1.p.) e meia hora apds expostos ao teste (individualmente), o nimero de
quadrados cruzados por cada animal foi contado cumulativamente por 6

minutos.
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2.3.1.8 Andlise estatistica dos experimentos de nocicepgao cronica

Este segundo grupo de experimentos deram origem a um segundo
artigo (MAZZARDO-MARTINS et al., 2012) e as andlises estatisticas
foram realizadas por uma (teste do campo aberto) ou duas vias (efeito do
AR-A014418 na dor neuropatica induzida pelo modelo da PSNL —
hiperalgesia térmica e niveis de citocinas) e analisadas pela Analise de
Variancia (ANOVA), seguida pelo teste Bonferroni quando apropriado,
estas analises foram apresentadas como a média + o erro padrao da
média (E.P.M.). Os experimentos que avaliaram o envolvimento dos
sistemas serotoninérgico, catecolaminérgico e a via da L-arginina-6xido
nitrico (hiperalgesia mecéanica) e a 4area sob a curva (AUC) das
frequéncias de retirada foram analisadas pelo teste Scheirer—Ray—Hare,
uma extensdao do teste Kruskal-Wallis (ANOVA de duas vias nao-

paramétrica).

2.3.1.9 Substancias utilizadas nos experimentos de nocicep¢do cronica

As seguintes substancias foram utilizadas: cloridrato de morfina
(Merck, Darmstadt, Alemanha); AR-A014418 (N-(4-metoxibenzil)-NO-
(5-nitro-1,3-tiazol-2-1l)uréia), p-clorofeilalanina metil éster (PCPA), a-
metil-p-tirosina (AMPT), N“-nitro- -arginina (L-NOARG), cloridrato de
L-arginina, xilazina e cetamina (Sigma Chemical Company, St Louis,
MO, USA); isoflurano (Cristalia, SP, Brasil); kits da R&D Systems

(Minneapolis, MN) de ensaio imunoenzimatico (ELISA) de citocinas
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(TNF-0, IL-1B, IL-10 e IL-1ra) para camundongos. Estas substancias
também foram utilizadas: PMSF, EDTA, aprotinina, cloreto de
benzametonio e albumina se soro bovino (United States Biological, MA,
USA). Todas as substancias foram dissolvidas em solucao salina NaCl
0,9%, exceto o AR-A014418, que foi diluido em salina com uma
concentracao final de 0,1% de DMSO, ¢ o AMPT foi dissolvido em 5%
de Tween 80. Os grupos tratados com veiculo foram avaliados
simultaneamente. As substancias foram administradas

intraperitonealmente (i.t.) e subcutaneamente (s.c.).



3 RESULTADOS

3.1 AR-A014418 REDUZ CONTORCOES ABDOMINAIS
INDUZIDAS PELO ACIDO ACETICO

Os resultados representados na Figura 30 demonstram o efeito da
administragao i.p. do AR-A014418 (0,01, 0,1 e 1 mg/kg) injetado 30
minutos antes da inducdo das contor¢des abdominais pelo acido acético
(0,6%, 450 puL) em camundongos. O tratamento com AR-A014418, nas
doses de 0,1 e 1 mg/kg, diminuiu significativamente o nimero das
contor¢oes abdominais induzidas pelo acido acético em relacao ao grupo
controle (0,1% de DMSO, 10 mL/kg, i.p.) (P < 0,001). O valor da DIsg
foi de 0,17 mg/kg (intervalos de confianca de 0,08-0,36 mg/kg). A
porcentagem de inibicdo das contor¢cdoes abdominais foi de 86 = 8%, na
dose de 1 mg/kg, i.p. Estes dados fornecem evidéncias do efeito
sistémico deste inibidor da GSK3 na diminui¢cdo das contor¢des

abdominais induzidas pelo acido acético.



105

Figura 30 - Efeito do pré-tratamento i.p. com o AR-A014418 na
nocicepg¢do induzida pelo 4cido acético em camundongos.
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Legenda: Os animais que constituem o grupo controle (C) receberam administragao
de 0,1 % de DMSO (10 mL/kg, i.p.) 30 minutos antes do acido acético e estdo
representados pela coluna em preto. Os camundongos que receberam administragao
intraperitoneal de AR-A014418, doses de: 0,01; 0,1 ou 1 mg/kg, 30 minutos antes da
injecdo 1.p. de acido acético (0,6%, 450 pL) estdo representados nas colunas brancas.
Os valores representam a média de 9 animais e as linhas verticais indicam o erro
padrdao da média (E.P.M.). Os asteriscos indicam o nivel de significdncia em relagdo
ao grupo controle (ANOVA de uma via seguida pelo teste de Student Newman-
Keuls. P <0.001).

Fonte: Martins et al. (2011).

3.2 ADMINISTRACAO INTRAPERITONEAL DE AR-A014418 OU
NP031115 DIMINUI A NOCICEPCAO INDUZIDA PELA
FORMALINA

A administragao intraperitoneal de AR-A014418 nas doses de 0,1
e 0,3 mg/kg, 30 minutos antes da administracdo de formalina na regiao
subcutanea na planta da pata posterior direita dos camundongos, inibiu
significativamente (P < 0,05) a segunda fase do teste (Figura 31, painel

B) quando comparados ao grupo controle (representados pelas colunas
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pretas nos graficos), que receberam veiculo (0,1% de DMSO, 10 mL/kg,
1.p.). As porcentagens da inibigdo da nocicepcao foram de 34+6% e
46+£8% nas doses de 0,1 mg/kg e 0,3 mg/kg, respectivamente. A
resposta nociceptiva dos animais que receberam inje¢do intraperitoneal
de AR-A014418 (0,03, 0,1 ¢ 0,3 mg/kg) foi semelhante a dos animais

controles na primeira fase do teste da formalina (Figura 31, painel A).

Figura 31 - Efeito do AR-A014418 administrado intraperitonealmente

na nocicepg¢ao induzida pela formalina.
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Legenda: Avaliagdo da primeira (painel A) e segunda fases (painel B) do teste da
formalina. Os valores do grupo controle (C, colunas pretas) representam os animais
que receberam administragao i.p. de DMSO (0,1 %, 10 mL/kg) 30 minutos antes da
injecdo de formalina subcutanea na planta da pata posterior direita, demonstrados na
coluna preta. Os camundongos que receberam inje¢do intraperitoneal de AR-
A014418 (0,03; 0,1 ou 0,3 mg/kg), também 30 minutos antes da injecdo de
formalina, estdo evidenciados nas colunas brancas. Os valores representam a média
de 10 animais e as linhas verticais indicam o erro padrio da média (E.P.M.). Os
asteriscos simbolizam uma diferenga significativa em relagdo ao grupo controle
(ANOVA de uma via seguida pelo teste estatistico de Student Newman-Keuls. *P <
0,05).

Fonte: Martins et al. (2011).
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Com o intuito de corroborar a hipotese de que a inibi¢do da
GSK3 estd diretamente relacionada com a diminuigdo da resposta
nociceptiva no modelo de nocicep¢do induzida pela formalina, nos
utilizamos outro inibidor seletivo da GSK3, o NPO031115, para
administrar nos animais. A administra¢do intraperitoneal de NP031115
(3 e 10 mg/kg), realizada 30 minutos antes da injecdo da formalina,
inibiu significativamente a segunda fase do teste (Figura 32, painel B).
As porcentagens das inibigdes foram: 42+6% e 514+2% nas doses de 3
mg/kg e 10 mg/kg, respectivamente. O tratamento intraperitoneal dos
roedores com NP0O31115 (nas doses de 1, 3 e 10 mg/kg) nao alterou a
resposta nociceptiva destes animais na primeira fase do teste da
formalina, quando comparados a nocicepcdo apresentada pelo grupo
controle (Figura 32, painel A). O efeito do NP031115 na diminui¢do da

nocicepcao foi semelhante ao do AR-A014418, observado na Figura 31.
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Figura 32 - Efeito do NP031115 administrado intraperitonealmente na

nocicepg¢ao induzida pela formalina.

90+ 300+
Z 75 T 250
: -] —= T
§ 60 200+
0 *
[%]
S 45 150 — .
2 30- 100+ 0
o
Q.
§ 154 504
E— 1 3 10 0="¢ 1 3 10
NP031115 (mglkg, i.p.) NP031115 (mg/kg, i-p.)

Legenda: Avaliacdo da primeira (painel A) e segunda fases (painel B) do teste da
formalina. Os animais pertencentes ao grupo controle (C) receberam injecao
intraperitoneal de DMSO (0,1 %, 10 mL/kg) 30 minutos antes da inje¢do de
formalina e estdo representados pela coluna em preto. Os camundongos que
receberam injecdo intraperitoneal de NP0O31115 (1, 3 e 10 mg/kg) 30 minutos antes
da administracdo de formalina estdo demonstrados nas colunas brancas Os valores
representam a média de 10 animais, as linhas verticais indicam o erro padrdo da
média (E.P.M.). Os asteriscos denotam o nivel de significAncia em relagdo ao grupo
controle (ANOVA de uma via seguida pelo teste estatistico de Student Newman-
Keuls. *P <0,05).

Fonte: Martins et al. (2011).

Os dados representados na Figura 32 mostraram que a utilizacao
de outro inibidor da GSK3, o NP031115, também diminuiu a
nocicepg¢ao induzida pela administragao i.pl. de formalina, confirmando
a hipotese de que a inibicdo desta enzima acarreta na diminuicdo da
nocicepcao em camundongos.

Considerando que o tratamento sist€émico (i.p.) dos animais com
AR-A014418 diminuiu a nocicep¢ao em camundongos nos indagamos
se o AR-A014418 apresentaria resultado semelhante quando
administrado em outros sitios, como periférico (i.pl.) ou central

(subaracnoidea). Ver itens abaixo.



109

3.3 SITIO PERIFERICO ESTA ENVOLVIDO NO EFEITO
ANTINOCICEPTIVO DO AR-A014418

O efeito da administragao i.pl. do AR-A014418 na nocicepg¢ao
induzida pela formalina (primeira e segunda fases) esta representado na
Figura 33 (painéis A e B). A injecao de AR-A014418 nas doses de (0,1,
1 e 10 pg/sitio) juntamente com a formalina (2,5%, 20 pL) diminuiu
significativamente o tempo em que os animais permaneceram lambendo
e/ou mordendo a pata injetada na segunda fase do teste, quando
comparados ao grupo controle (C), que recebeu administragao i.pl. de
veiculo (0,1% DMSO) juntamente com a formalina. O valor da Dls, fo1
de 0,6 ug/sitio (com intervalos de confianga de 0,34 - 1,05 ug/sitio) e a
porcentagem de inibicdo foi de 69+9% na dose de 10 pg/sitio. A
administracdo 1.pl. de AR-A014418 (0,1; 1 e 10 pg/sitio) nao foi capaz
de diminuir a nocicepg¢ao dos roedores na primeira fase do teste.

Um dado interessante foi que a administracdo do AR-A014418
(10 pg/sitio) na pata esquerda nao inibiu a nocicep¢ao ocasionada pela
formalina na pata direita (dados ndo mostrados), indicando que a dose
utilizada de AR-A014418 produziu seu efeito por agir localmente,

excluindo a possibilidade de um possivel efeito sist€émico.
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Figura 33 - Efeito do AR-A014418 co-administrado intraplantarmente

com a formalina.
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Legenda: Avaliacdo da primeira (painel A) e segunda fases (painel B) do teste da
formalina. Os animais que constituiram o grupo controle (C, colunas pretas)
receberam injecdo intraplantar de DMSO (0.1%/sitio) juntamente com formalina
(2,5%, 20 pL). Nas colunas brancas estdo representados os animais que rebeceram
injecdo i.p. contendo AR-A014418 (0,1, 1 e 10 pg/sitio) e formalina. Os valores
representam a média de 9 animais e as linhas verticais indicam o erro padrao da
média (E.P.M.). Os asteriscos representam o nivel de significincia em relagdo ao
grupo controle (ANOVA de uma via seguida pelo teste estatistico de Student
Newman-Keuls. *P < 0.05 e ***P < 0.001).

Fonte: Martins et al. (2011).

3.4 SITIO ESPINAL ESTA ENVOLVIDO NO EFEITO
ANTINOCICEPTIVO DO AR-A014418

Conforme demonstrado na Figura 34, a administragdo no espago
subaracnoideo de AR-A(014418, 15 minutos antes da aplicagao i.pl. de
formalina (2,5%, 20 pL), diminuiu o comportamento de nocicepgao
apresentado pelos camundongos nas duas fases do teste, quando
comparados ao grupo controle (0,1% de DMSO, i.t.) e formalina na
pata. As porcentagens de inibi¢ao para a dose de 10 ng/sitio de AR-
A014418 foram de 37+6% e de 61+8%, para a primeira e segunda fases,
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respectivamente. A média dos valores da DI, para a segunda fase foi de

4,6 ng/sitio (intervalos de confianca de 1,6 a 13 ng/sitio).

Figura 34 - Efeito da administragdao subaracnoidea de AR-A0114418 na

nocicepg¢do induzida pela formalina.
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Legenda: Avaliagao da primeira (painel A) e segunda fases (painel B) do teste da
formalina. Os valores do grupo controle (C, colunas pretas) correspondem aos
animais que receberam inje¢do de DMSO (0,1%/sitio, i.t.) 15 minutos antes da
injecdo de formalina (2,5%, 20 pL) na pata. Os camundongos que receberam
administragdo de AR-A014418 (0,1, 1, 10 e 100 ng/sitio) 15 minutos antes da
formalina na pata estdo representados pelas colunas brancas. Os valores representam
a média de 10 animais e as linhas verticais indicam o erro padrao da média (E.P.M.).
Os asteriscos representam a diferenga estatistica em relacdo ao grupo controle
(ANOVA de uma via seguida pelo teste estatistico de Student Newman-Keuls. *P <
0,05 e ***P < 0,001).

Fonte: Martins et al. (2011).

Os resultados expostos até o presente momento fornecem
evidéncias dos provaveis sitios de agdo do AR-A014418, quando o
mesmo apresenta efeito em diminuir a nocicep¢do: sistemicamente
(Figuras 30 e 31); perifericamente (Figuras 33) e centralmente (Figura
34). Com a finalidade de explorar alguns mecanismos que poderiam
contribuir para a agdo central (medular) do AR-A014418 investigamos o
envolvimento do sistema glutamatérgico e das citocinas pro-

inflamatoérias em seu efeito antinociceptivo (ver item subsequente).
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3.5 AR-A014418 REDUZ NOCICEPCAO INDUZIDA PELA
ADMINISTRACAO INTRATECAL DE AGONISTAS
GLUTAMATERGICOS ou DE CITOCINAS PRO-
INFLAMATORIAS

Com o intuito de averiguar se 0 AR-A014418 poderia agir sobre
os neuronios glutamatérgicos presentes na medula espinal, analizou-se o
efeito da co-administracdo subaracnoidea do AR-A014418 com
agonistas de receptores glutamatérgicos.

Utilizando o tempo em que os animais permaneceram lambendo
e/ou mordendo a regido inferior do abdome, pelve, membros inferiores e
cauda; regides localizadas inferiormente a regido intratecal onde os
agentes flogisticos foram injetados, como indicativo de nocicepcdo. A
duracao do teste variou de acordo com a substincia administrada:
agonista de receptor para o glutamato: 3 minutos; agonista para o
receptor NMDA: 5 minutos; agonista para o receptor trans-ACPD: 15
minutos. Ressaltamos que o glutamato (175 nmol/sitio), o NMDA (450
pmol/sitio) e o trans-ACPD (50 nmol/sitio) induziram nocicep¢do nos
camundongos (Figura 35). Interessantemente, quando o AR-A014418
foi co-administrado com os respectivos agonistas glutamatérgicos,
observou-se uma diminui¢do significativa na nocicepc¢ao induzida pelo
glumato (47+12%, P < 0.05), NMDA (48+11%, P < 0.01), trans-ACPD
(31£8%, P < 0.05) (Figura 35).

A administracdo sistétmica do AR-A014418 diminuiu a
nocicep¢ao induzida pelo acido acético e pelo teste de nocicepcao
induzido pela formalina, na segunda fase deste ultimo teste; estes

resultados indicam que ele exerce efeito sobre a nocicepcdo
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inflamatéria. Conforme demonstrado na literatura, citocinas pro-
inflamatorias, tais como: TNF-a e IL-1B induzem comportamento
nociceptivo (CHOI et al., 2003; ROBERTSON et al., 1997; TADANO
et al., 1999). Este efeito pode estar relacionado a liberagao de glutamato
e substancia P pelos terminais centrais dos neurdnios aferentes primarios
(SALAZAR et al., 2006). Para verificar se existe uma relacdo entre o
AR-A014418 e a nocicepgao induzida pelas citocinas pro-inflamatoérias
TNF-a ou IL-1pB, foi realizada uma co-administracdo de AR-A014418
com ambas citocinas, separadamente. Observou-se também que o AR-
A014418, quando co-administrado com as citocinas pro-inflamatorias,
reduziu significativamente a nocicep¢ao induzida pelo TNF-a (46+13%;

P<0,01) e IL-1B (44£11%; P < 0,05) (Figura 35).
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Figura 35 - Efeito da co-administragdo intratecal de AR-A014418 com

agonistas de receptores glutamateérgicos ou citocinas pro-inflamatorias.
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Legenda: Efeito do AR-A014418 (10 ng/sitio, intratecal [i.t.]), este grupo foi
representado pelas colunas brancas ou veiculo (5 pl/sitio, i.t., colunas pretas) co-
administrados em uma injecao i.t. (5 pl/sitio) de glutamato (175 nmol/sitio), NMDA
(450 pmol/sitio), trans-ACPD (50 nmol/sitio), fator de necrose tumoral-o. (TNF-a)
(0,1 pmol/sitio) e interleucina- 1B (IL-1B) (1 pmol/sitio) na resposta nociceptiva em
camundongos. Os valores representam a média de 10 animais e as linhas verticais
representam o erro padrdo da média (E.P.M.). Os asteriscos mostram o nivel de
significancia estatistica em relagdo ao grupo controle (teste t de Student). *P < 0,05
e **P<0,01.

Fonte: Martins et al. (2011).

Os resultados apresentados neste item sugerem que a GSK3
modula (inibindo) os receptores glutamatérgicos espinais dos tipos
ionotropicos e metabotrdpicos, afetando a nocicepcao. Além disso, a

nocicepcao resultante da aplicagdo de TNF-a e IL-1p espinalmente €

diminuida pelo AR-A014418.
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3.6 AR-A014418 DIMINUI A HIPERALGESIA AO ESTIMULO
MECANICO INDUZIDA PELA PSNL

A ligacdo parcial do nervo isquiatico induziu um aumento da
frequéncia de resposta da retirada da pata posterior direita (lado em que
o nervo isquidtico foi ligado) dos animais frente a aplicagdo do
filamento de von Frey de 0,4 g (Figura 36 A-C), pode-se constatar esse
fato quando os grupos falso-operados + veiculo foram comparados com
o grupo PSNL + veiculo no ponto A do grafico (Figura 36, painéis A ¢
C). O tratamento 1.p. dos animais com AR-A014418 (0,3 mg/kg) reduziu
a hiperalgesia ao estimulo mecanico, quando este grupo foi comparado
com os animais que receberam injecdo de veiculo (controle) (DMSO,
0,1%, 10 mL/kg, i.p.), nos tempos de meia hora [H(5) = 15,58; P <
0,01], 1 hora [H(5) = 20,24; P < 0,05] e 2 horas [H(5) = 14,55; P < 0,05]
ap0s o tratamento. Os animais tratados intraperitonealmente com AR-
A014418 na dose de 1 mg/kg apresentaram diminuicdo da nocicepgao
ao estimulo mecanico somente 1 hora apos a injecao [H(5) = 20,24; P <
0,05].

O calculo da area sob a curva (Figura 36, painel B) revelou que
os animais que receberam inje¢des de AR-A014418 (0,3 e 1 mg/kg)
diferiram do grupo controle (que recebeu veiculo) [H(5) = 20,99; P <
0,05 e H(5) = 20,24; P < 0,05, respectivamente], mas nao sao diferentes
entre eles. Nos proximos experimentos os animais receberam somente a
dose de 0,3 mg/kg de AR-A014418.

Os resultados apresentados na Figura 36, painel C mostram que a
administracdo diaria (uma vez ao dia) de AR-A14418 (0,3 mg/kg, 1.p.)
reduziu significativamente a hiperalgesia ao estimulo mecanico induzida

pela PSNL nos dias 7 [H(2) = 12,38; P < 0,01], 8 [H(2) = 13,56; P <
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0,01],9 [H(2)=11,77; P <0,01], 10 [H(2) = 12,81; P < 0,01], 11 [H(2)
=15,23; P<0,01], 15 [H(2) = 13,14; P < 0,01], 16 [H(2) = 14,70; P <
0,01] e 17 [H(2) = 15,23; P < 0,01] quando comparados ao grupo PSNL
+ veiculo. A avaliacao da hiperalgesia ao estimulo mecanico teve inicio
meia hora apos a injecao i.p. de AR-A014418 ou de veiculo (controle).
O tratamento dos camundongos foi suspenso por 3 dias (12°, 13° ¢ 14°
dia apos o procedimento cirtrgico) e neste periodo os animais que
haviam recebido injegdes i.p. de AR-A014418 do 7° ao 11° dia apos o
PSNL apresentaram resposta semelhante aos animais que haviam
recebido administracdes 1.p. de veiculo (controle) no mesmo periodo
(Figura 36 C). Portanto, diminuigdo da nocicepcao sé ocorreu 30
minutos apds o tratamento e ndo 24 horas apds o mesmo, nao
demonstrando assim efeito cumulativo. Além disso, quando o
tratamento foi retomado, no 15° dia apds a cirurgia, a resposta
nociceptiva dos animais foi semelhante aquela avaliada do 7° ao 11° dia
apos a PSNL, portanto, a interrup¢do do tratamento ndo afetou o efeito
antinociceptivo produzido pelo AR-A014418 nos dias subsequentes (15°
ao 17°) (Figura 36 C).
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Figura 36. Efeito do AR-A014418 na hiperalgesia ao estimulo mecanico
no modelo da PSNL
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Legenda: Nos painéis A e C observa-se que os animais submetidos a ligacao parcial
do nervo isquiatico (PSNL) apresentaram um aumento da nocicepc¢do frente ao
estimulo mecanico, esta afirmacdo estd pautada na comparacdo da resposta
nociceptiva dos animais pertencentes aos grupos falso-operado (FO) + veiculo com
o grupo PSNL + veiculo no ponto A (7 dias apds a cirurgia, antes do tratamento) (P
< 0,001; ndo representado no grafico). No painel A diferentes grupos de animais
receberam injecdo de AR-A014418 pela via intraperitoneal, nas doses de 0,03; 0,1;
0,3 ou 1 mg/kg e a resposta nociceptiva dos animais foi avaliada em diferentes
tempos apoés o tratamento dos mesmos (0,5, 1, 2 e 3 horas). O painel B representa a
area sob a curva (AUC) dos grupos de animais representados no painel A. No painel
C pode-se observar o efeito do tratamento didrio (1 vez ao dia) dos animais com AR-
A014418 na dose de 0,3 mg/kg, i.p. *P < 0,05; **P < 0,01 ou #P < 0,05 quando
comparado com o grupo PSNL + veiculo (10 mL/kg, i.p.). B, limiar basal de retirada
da pata frente ao estimulo mecanico; A, 7 dias apds a cirurgia, antes do tratamento;
AR, AR-A014418; FO: falso-operado; PSNL: ligadura parcial do nervo isquiatico.
Cada grupo experimental foi composto por 7 animais. Teste analise de variancia de
Kruskal-Wallis. Os dados comportamentais estdo expressos como mediana e
intervalos interquartis.

Fonte: Mazzardo-Martins et al. (2012).



118

3.7 AR-A014418 REDUZ A HIPERALGESIA AO ESTIMULO
TERMICO INDUZIDA PELA PSNL

Sete dias apds o procedimento cirurgico de PSNL os animais
apresentaram diminui¢ao da laténcia de retirada da pata frente a um
estimulo térmico: calor (48°C) ou frio (5°C), no teste da placa
quente/fria; quando comparados aos camundongos pertencentes ao
grupo falso-operados (Figura 37, painel A e B).

A hiperalgesias dos roedores ao calor ndo foi modificada pela
administragdo de AR-A014418 (0,3 mg/kg, i.p.) 30 minutos antes do
teste nociceptivo (Figura 37 painel A). Entretanto, o tratamento i.p. dos
animais com AR-A014418 (0,3 mg/kg) reduziu a hiperalgesia ao frio
induzida pela PSNL; a resposta de laténcia aumentou 41+5% quando
comparado os grupos PSNL + AR-A014418 vs PSNL + veiculo (DMSO
0,1%, 10 mL/kg) (Figura 37, painel B). Desta forma os resultados
apresentados na Figura 37 (painel B) mostram o efeito da PSNL sobre a
hiperalgesia ao frio e a influéncia do AR-A014418 (0,3 mg/kg, i.p.)
neste modelo. A analise ANOVA de duas vias revelou efeitos
significativos da PSNL [F(1, 24) =9.10; P <0.01] e AR-A014418 [F(1,
24) = 748; P < 0.01]. As analises post hoc revelaram efeitos
significativos da PSNL [F(1, 24) =9.10; P < 0.01] ¢ AR-A014418 [F(1,
24)=17.48; P <0.01], e uma interacdo PSNL x AR-A014418 [F(1, 24) =
4.8; P < 0.05]. As andlises post hoc (teste de Bonferroni) indicaram que
a administracdo de AR-A014418 reverteu significativamente (P<0.01) a

hiperalgesia ao frio ocasionada pela PSNL.



119

Figura 37. Efeito do AR-A014418 na hiperalgesia ao estimulo térmico
no modelo da PSNL.
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Legenda: Nos graficos acima podem-se observar os seguintes grupos: falso-operado
+ veiculo (0,1% DMSO, 10 mL/kg, i.p.); falso-operado + AR-A014418 (0,3 mg/kg,
1.p.); PSNL + veiculo e PSLN + AR-A014418. A hiperalgesia térmica ao calor em A
e ao frio em B foram avaliadas no teste da placa quente/fria; sete dias apds o
procedimento cirargico e meia hora apos a injecao i.p. (AR-A014418 ou veiculo). O
tratamento dos animais com AR-A014418 nao reduziu a hiperalgesia ao calor, esta
afirmacdo estd baseada na resposta similar apresentada pelos grupos PSNL + veiculo
e PSNL + AR-A014418 (painel A). Por outro lado, a resposta nociceptiva diferiu
entre os grupos PSNL + veiculo e PSNL + AR-A014418 (painel B) indicando que o
tratamento dos animais com o inibidor da GSK3 preveniu a hiperalgesia ao frio
resultante do procedimento de PSNL. Cada ponto representa a média de 7 animais,
as linhas verticais indicam o E.P.M. Os astertiscos denotam os niveis de
significancia quando comparado ao grupo falso-operado + veiculo; *P < 0,05; **P <
0,01. O jogo da velha indica diferenga estatistica do grupo PSNL + veiculo, ##P <
0,01. ANOVA de duas vias seguida pelo post hoc teste de Bonferroni.

Fonte: Mazzardo-Martins et al. (2012).
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3.8 ENVOLVIMENTO DO SISTEMA SEROTONINERGICO NA
ANTINOCICEPCAO INDUZIDA PELO AR-A014418

A Figura 38 (painel A) demonstra o efeito do tratamento dos
animais com PCPA (100 mg/kg, i.p.; um inibidor da sintese de
serotonina) na diminui¢do da nocicep¢ao promovida pelo AR-A014418
(0,3 mg/kg, 1.p.) na dor neuropatica induzida pelo modelo da PSNL. A
analise ANOVA de duas vias (Scheirer—Ray—Hare, extensao do teste
Kruskal-Wallis) revelou efeitos significativos do pré-tratamento dos
animais com PCPA e AR-A014418, e uma interagdo pré-tratamento com
PCPA x AR-A014418 [H(1) =5,63; P <0,05].

Na Figura 38 (painel B) observa-se o efeito do PCPA na
diminui¢do da nocicepg¢ao causada pela morfina (5 mg/kg, s.c.) no
modelo da PSNL. A andlise post hoc (Scheirer—Ray—Hare, extensao do
teste Kruskal-Wallis) indicou que a pré-administragio de PCPA
preveniu significativamente a antinocicep¢do ocasionada pela morfina

[H(1)=4,13; P < 0,05].
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Figura 38. Participagdo do sistema serotoninérgico no efeito do AR-

A014418 em diminuir a nocicepg¢ao.
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Legenda: Os graficos acima representam o efeito do pré-tratamento dos animais com
PCPA (100 mg/kg, i.p.; um inibidor da sintese de serotonina) na antinocicepgao de
camundongos tratados com AR-A014418 (0,3 mg/kg, i.p., painel A) ou com morfina
(5 mg/kg, s.c., painel B) na dor neuropatica. O simbolo jogo da velha denota o nivel
de significancia quando comparado com o grupo veiculo (10 mL/kg, i.p.) + AR-
A014418 (0,3 mg/kg, i.p.) (painel A) e com o grupo veiculo (10 mL/kg, i.p.) +
Morfina (5 mg/kg, s.c.) (painel B); #P < 0,05. Teste de andlise de variancia de
Kruskal-Wallis. Os dados experimentais estdo apresentados como mediana e
intervalo interquartil.

Fonte: Mazzardo-Martins et al. (2012).

3.9 ENVOLVIMENTO DO SISTEMA CATECOLAMINERGICO NA
ANTINOCICEPCAO INDUZIDA PELO AR-A014418

Os resultados demonstrados na Figura 39 mostram o efeito do
pré-tratamento dos animais com AMPT (100 mg/kg, um inibidor da
tirosina hidroxilase) no efeito antinociceptivo ocasionado pelo AR-
A014418 (0,3 mg/kg, i.p.) no modelo de PSNL. A andlise post hoc
(Scheirer—-Ray—Hare, extensdo do teste Kruskal-Wallis) indicou que a
pré administragdo de AMPT preveniu a antinocicep¢do ocasionada pelo

AR-A014418 [H(1) = 4,53; P < 0,05].
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Figura 39. Participacdo do sistema catecolaminérgico no efeito

antinociceptivo do AR-A014418.
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Legenda: No grafico acima pode-se constatar o efeito do AMPT (100 mg/kg, i.p.;
um inibidor da tirosina hidroxilase) sobre no efeito antinociceptivo induzido pelo
AR-A014418 (0,3 mg/kg, i.p.) no modelo da PSNL. O simbolo denota o nivel de
significancia quando comparado com o grupo veiculo (10 mL/kg, i.p.) + AR-
A014418 (0,3 mg/kg, i.p.), #P < 0,05. Teste de analise de variancia de Kruskal—
Wallis. Os dados comportamentais estdo apresentados como mediana e intervalo
interquartil.

Fonte: Mazzardo-Martins et al. (2012).

3.10 ENVOLVIMENTO DA VIA L-ARGININA-OXIDO NITRICO
NA ANTINOCICEPCAO OCASIONADA PELO AR-A014418

A Figura 40 (painel A) mostra o efeito do pré-tratamento dos
camundongos com L-arginina (600 mg/kg, i.p., uma precursora do 6xido
nitrico) na antinocicep¢ao ocasionada pelo AR-A014418 (0,3 mg/kg,
1.p.) em roedores submetidos a PSNL. A andlise estatistica (Scheirer—

Ray—Hare, extensdao do teste Kruskal-Wallis) revelou que o pré-



123

tratamento dos animais com L-arginina ndo alterou o efeito de diminuir
a nocicepcao produzido pelo AR-A014418 [H(1) =0,41; P> 0,05].

Na Figura 40 (painel B) estd representado o efeito do pré-
tratamento dos animais com L-arginina (600 mg/kg, i.p.) sobre o efeito
de diminuir a nocicep¢do promovido pela L-NOARG (75 mg/kg, uma
inibidora da o6xido nitrico sintase induzivel), no modelo da PSNL. A
analise estatistica (Scheirer—Ray—Hare, extensdao do teste Kruskal—
Wallis) indicou que a pré-administragdo de L-arginina preveniu o efeito
de diminui¢ao da nocicepcao ocasionado pela L-NOARG [H(1) = 6,82;
P<0,01].

Figura 40: Envolvimento da via L-arginina-6xido nitrico na

antinocicep¢ao ocasionada pelo AR-A014418.
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Legenda: Nos graficos acima pode-se observar o efeito do pré-tratamento dos
animais com L-arginina (600 mg/kg, i.p.) na antinocicep¢do ao estimulo mecanico
promovida pelo AR-A014418 (0,3 mg/kg, i.p.) e L-NOARG (75 mg/kg, i.p.) no
modelo da PSNL. O simbolo denota o nivel de significancia quando comparado ao
grupo veiculo (10 mL/kg, 1.p.) + L-NOARG (75 mg/kg, 1.p.) (painel B). ## P < 0,01.
Teste de andlise de variancia de Kruskal-Wallis. Os dados comportamentais estao
apresentados como mediana e intervalo interquartil.

Fonte: Mazzardo-Martins et al. (2012).
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3.11 AR-A014418 DIMINUI OS N{VEIS ESPINAIS DE CITOCINAS
PRO-INFLAMATORIAS APOS LESAO DO NERVO ISQUIATICO

A Figura 41 (painel A) mostra o efeito da PSNL sobre os niveis
de TNF-a e a influéncia exercida pelo AR-A014418 (0,3 mg/kg, 1.p.) na
concentragdo desta citocina, ¢ importante enfatizar que os animais foram
tratados do 7° ao 11° dia ap6és a PSNL e, 30 minutos apos a ultima
administragdo, foi retirado o tecido para andlise (segmentos medulares
L1-L6), esta informagao se aplica para todas as citocinas avaliadas. A
analise ANOVA de duas vias revelou efeitos significativos da PSNL
[F(1, 24) = 12,35; P < 0,01] e do AR-A014418 [F(1, 24) =9,87; P <
0,01], e uma interagdo PSNL x AR-A014418 [F(1, 24) = 6,15; P <
0,05]. A andlise post hoc demonstrou que a administragdo de AR-
A014418 preveniu significativamente (inibicdo de 76+£8%) o aumento
dos niveis de TNF-a ocasionados pela PSNL (P <0,01).

Os resultados expostos na Figura 41 (painel B) mostra o efeito da
PSNL e do AR-A014418 (0,3 mg/kg, i.p.) sobre os niveis da citocina IL-
1B na medula espinal. A analise ANOVA de duas vias revelou efeitos
significativos da PSNL [F(1, 24) = 9,09; P < 0,01] e do AR-A014418
[F(1, 24) = 12.19; P < 0.01]; e uma interagdao entre PSNL x AR-
A014418 [F(1, 24)=11,32; P <0,01]. A analise post hoc mostrou que a
administragdo de AR-A014418 preveniu significativamente (inibi¢ao de
62+10%) o aumento dos niveis de IL-1B causados pela PSNL (P <
0.001). A administragdo intraperitoneal de AR-A014418 ndao modificou
os niveis de ILl-ra e IL-10 quando comparados aos outros grupos

experimentais (painéis C e D).
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Figura 41. Efeito do AR-A014418 sobre a concentracdo de citocinas
pro- e anti-inflamatorias na medula espinal de camundongos submetidos

a PSNL.
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Legenda: Na figura acima evidencia-se o efeito do tratamento dos animais com AR-
A014418 (0,3 mg/kg, i.p.) sobre os niveis das citocinas pr6 (TNF-a e IL-1p, painel
A e B, respectivamente) e anti-inflamatorias (IL1-ra e IL-10) nos segmentos
medulares L1-L6 de camundongos submetidos a PSNL. O tecido foi retirado no 11°
dia apds o procedimento cirurgico, os animais receberam inje¢des i.p. de AR-
A014418 ou veiculo uma vez ao dia do 7° ao 11° dia ap6és a PSNL. Cada ponto
representa a média de 7 animais, as linhas verticais indicam o E.P.M. Os asteriscos
denotam os niveis de significincia quando comparados ao grupo falso-operado +
veiculo (10 mL/kg, i.p.) ,**P < 0,01. O jogo da velha indica diferenga significativa
do grupo PSNL + veiculo (10 mL/kg, i.p.), ##P < 0,01. ANOVA de duas vias
seguida pelo teste de Bonferroni.

Fonte: Mazzardo-Martins et al. (2012).
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3.12 AVALIACAO DA ATIVIDADE LOCOMOTORA

A administracdo i.p. de AR-A014418 (0,1, 0,3 ¢ 1 mg/kg),
realizada 30 minutos antes do experimento, nao alterou a atividade
locomotora dos animais no teste do campo aberto, quando comparado
com o grupo de camundongos que recebeu veiculo (controle) (DMSO
0,1%, 10 mL/kg, i.p.). A média = E.P.M. para o numero de cruzamentos
foi de 111+10 para o grupo controle e de 109+10, 102+9, 9649 para os
grupos tratados com AR-A014418: 0,1; 0,3 ¢ 1 mg/kg (dado nao

mostrado).



4 DISCUSSAO

Este trabalho demonstra que a inibicdo da GSK3 induz
diminui¢do da resposta nociceptiva observada em modelos classicos de
nocicep¢ao aguda (modelo das contor¢des abdominais induzidas pelo
acido acético, nocicep¢ao induzida pela formalina e injegao intratecal de
agonistas glutamatérgicos e citocinas pro-inflamatdrias) e cronica
(PSNL, ao estimulo mecanico e ao frio) realizados em camundongos. O
mecanismo de agdo para este efeito parece envolver a ativagdo dos
sistemas 1inibitérios enddégenos da dor como o serotoninérgico € o
catecolaminérgico, bem como a inibicdo do sistema glutamatérgico e
das citocinas pro-inflamatorias. No texto que segue procura-se abordar a

relacdo da GSK3 com os sistemas supracitados.

4.1 ENVOLVIMENTO DO SISTEMA GLUTAMATERGICO NO
EFEITO ANTINOCICEPTIVO INDUZIDO PELA INIBICAO DA
GSK3

Foi evidenciado que o tratamento dos animais com AR-A014418
(inibidor da GSK3) diminuiu a nocicep¢do causada pela: formalina,
acido acético ou agonistas dos receptores para glutamato, NMDA e para
trans-ACPD injetados intratecalmente; e no modelo de nocicepcao
cronica: PSNL (MARTINS et al., 2011; MAZZARDO-MARTINS et al.,
2012). Como enfatizado no desenvolvimento deste trabalho a
participacdo do glutamato ¢ crucial em todos os testes nociceptivos
citados, portanto discute-se a seguir a relacdo entre este

neurotransmissor € a enzima GSK3.



128

Uma hipdtese muito interessante cunhada por Chen et al., (2007)
foi a de que o receptor glutamatérgico do tipo NMDA seria um
importante alvo da GSK3, mas como e¢la teria a capacidade de agir sobre
ele? Vamos analisar com mais detalhes este estudo (CHEN et al., 2007),
onde os autores examinaram o impacto da GSK3 sobre a funcdo do
receptor NMDA em neurénios piramidais corticais. Assim, foi
observado que a corrente do receptor NMDA estava reduzida na
presenga de inibidores da GSK3, como o 4-benzil-2-metil-1,2,4-
tiadiazolidina-3,5-dione (TDZD) e SB216763. Evidéncias adicionais
foram obtidas quando a proteina celular GSK3 estava com sua expressao
diminuida por um RNA silenciador, no qual a corrente basal do receptor
NMDA foi menor e o efeito modulatorio dos inibidores da GSK3 foram
abolidos. Como a diminui¢do da expressao da GSK3 ja foi suficiente
para diminuir a corrente do receptor NMDA, sugeriu-se que a GSK3
enddgena, constitutivamente ativa, desempenha importante papel na
manutencdo da expressio dos receptores NMDA funcionais na
superficie dos neuronios corticais sob condi¢des basais (CHEN et al.,
2007).

Evidéncias sugerem que o trafego do receptor NMDA envolve
multiplos passos que sdo altamente regulados, incluindo a saida do
reticulo endoplasmatico, transporte ao longo dos microtibulos nos
dendritos pela proteina motora cinesina KIF17, entrega na densidade
poOs-sindptica enriquecida em actina, internalizacao da superficie celular
e, difusdo nos sitios sindptico e extra-sindptico na membrana plasmatica
(WENTHOLD et al., 2003). As habilidades da GSK3 em regular a
dindmica dos microtubulos (ZHOU, SNIDER, 2005) e descarregar as

vesiculas da familia da proteina cinesina (MORFINI et al., 2002) a torna
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uma candidata em potencial envolvida no transporte baseado no
microtibulo/KIF17 dos receptores NMDA (YUEN et al., 2005).
Entretanto, os dados do trabalho de Chen et al., (2007) utilizando
agentes que manipulam os microtibulos e o oligonucleotideos
(utilizando antisense) sugere que a GSK3 ndo regula o trafego do
receptor NMDA ao longo dos microtibulos dendriticos. Os agentes que
manipularam a actina também falharam em afetar a regulagdo dos
receptores NMDA pela GSK3 (CHEN et al., 2007).

Foi demonstrado que inativando a GSK3 promove-se a
reciclagem das integrinas internalizadas através de um mecanismo nao
nuclear (ROBERTS et al., 2004). Para testar o possivel envolvimento da
GSK3 na regulacao da internalizagdo do receptor NMDA, Chen et al.,
(2007) examinaram o efeito dos inibidores da GSK3 na endocitose dos
receptores NMDA mediada pela clatrina, que € a forma mais prevalente
de endocitose regulada. Na presenga de um peptideo inibitorio, a
dinamina, para prevenir a endocitose através de vesiculas revestidas por
clatrina (GOUT et al., 1993), os inibidores da GSK3 falharam em
regular a corrente do receptor NMDA, que suporta o papel da GSK3 na
internalizacdo deste receptor. O envolvimento da GSK3 na
internalizacdo do receptor NMDA dependente de clatrina/dinamina
também foi demonstrado em experimentos com Rab5. Rab5 ¢ um
membro da familia Rab de pequenas GTPases que funcionam como
reguladores especificos do transporte vesicular entre organelas
(ZERIAL, MCBRIDE, 2001), ¢ um coordenador chave dos eventos de
trafego endocitico inicial, incluindo a fusdo inicial do endossomo,
internalizacdo e formagdo de vesicula revestida por clatrina. Rab5

dominante negativo bloqueia o efeito dos inibidores da GSK3 sobre a
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corrente do receptor NMDA, sugerindo que a GSK3 regula a corrente do
receptor NMDA por afetar a internalizacdo deste receptor mediada por
clatrina/Rab5 (CHEN et al., 2007). Evidéncias mais diretas vém de
estudos bioquimicos e imunocitoquimicos: em resposta ao tratamento
com o inibidor da GSK3 os neurdnios corticais mostram um nivel
reduzido de NR1 e NR2B na superficie e aumentam significativamente
o nivel de NR1 e NR2B internalizados. Em contraste, os inibidores da
GSK3 ndo apresentam um efeito significativo na subunidade NR2A na
superficie, consistente com achados -eletrofisiologicos de que os
receptores NMDA contendo NR2B sdao o principal alvo da GSK3
(CHEN et al., 2007).

A proteina de ancoragem PSD-95 afeta a internalizagdo do
receptor NMDA (ROCHE et al., 2001). Pela capacidade da GSK3 de
regular a internalizagcdo do receptor NMDA, Chen et al., (2007)
investigaram o envolvimento da PSD95 neste efeito. Evidéncias
bioquimicas indicaram que a associagdo dos receptores NMDA com a
PSD-95 ¢ reduzida em resposta aos inibidores da GSK3 (CHEN et al.,
2007). Além disso, dados eletrofisiologicos demonstraram que afetando
o complexo NR2-PSD-95 causou uma diminui¢do gradual na corrente
do receptor NMDA e bloqueou o efeito dos inibidores da GSK3
aplicados subsequentemente (CHEN et al., 2007). Assim, a GSK3
constitutivamente ativa ¢ importante para estabilizar e/ou promover a
expressao dos receptores NMDA de superficie que ¢ afetada pela
ligagdo entre PSD-95 e os receptores NMDA (CHEN et al., 2007).

Outra constatacdo a respeito da GSK3 e sua relacdo com os
receptores NMDA nos € fornecida pelo trabalho de Yuan et al. (2013),

eles observaram que o remifentanil, um potente agente opidide de curta
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duragdo, fornece analgesia Otima durante a cirurgia, mas gera uma
hiperalgesia pds-operatoria, o que ¢ desafiador para os anestesiologistas.
Assim, foi demonstrado que o trafego e a ativagdo dos receptores
NMDA tém um papel importante no desenvolvimento ¢ manutengao da
hiperalgesia pos-operatoria induzida por este farmaco (YUAN et al.,
2013). A  hiperalgesia poés-operatoria induzida pelo remifentanil,
indicada pela diminui¢ao do limiar térmico e mecanico na pata de ratos,
foi prevenida pelo pré-tratamento dos animais com TDZD-8 (um
inibidor da GSK3) (YUAN et al., 2013). A infusdo com remifentanil
aumentou a expressao do RNAm para GSK3p e proteina na medula
espinal. Além disso, a infusdo intra-operatoria do remifentanil aumentou
o trafego das subunidades do receptor NMDA (NR1 ¢ NR2B) do pool
intracelular para o pool na superficie da medula espinal, que foi
atenuado pelo TDZD-8 (YUAN et al., 2013).

De acordo com o exposto acima as evidéncias experimentais
demonstram que a inibicdo da GSK3 exerce importante efeito sobre os
receptores NMDA, através de sua internalizagdao. Talvez este seja um
dos mecanismos envolvidos na diminui¢do da nocicep¢do ocasionada
pelo tratamento dos animais com AR-A014418 nos modelos da
nocicep¢ao induzida pelo acido acético, pela formalina (quando o
inibidor foi administrado i.p. ou i.t.) ¢ no modelo da PSNL. Entretanto,
acreditamos que seja pouco provavel que a internalizagdo do receptor
NMDA seja a principal responsavel pela diminui¢do da nocicepgao
quando o AR-A014418 foi co-administrado com agonistas de receptores
glutamatérgicos ou quando foi administrado juntamente com a formalina
na superficie ventral da pata dos animais, pois, a internalizacdo necessita

de um certo tempo para ocorrer € como o inibidor da GSK3 foi injetado



132

juntamente com o agente causador do comportamento nociceptivo a
internalizagcdo destes receptores ndo seria a principal responsavel por
essa diminui¢do da nocicep¢ao. Especula-se que o AR-A014418 possa
agir diretamente nesses receptores, diminuindo a sua ativa¢ao, mas nao
encontramos dados na literatura para comprovar ou refutar esta hipotese.
Na Figura 42 observa-se um esquema da participacdo dos receptores

glutamatérgicos no efeito antinociceptivo do AR-A014418.
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Figura 42- Participacdo do sistema glutamatérgico no efeito

antinociceptivo do AR-A014418.

Provaveis Mecanismos de Agao do AR-A014418
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Legenda: Acredita-se que o AR-A014418 possa exercer seu efeito antinociceptivo
através da diminuicdo da ativagdo dos receptores para o glutamato: NMDA
(ionotropico), bem como trans-ACPD (metabotropico). Este efeito pode ocorrer
tanto perifericamente, evidenciado pela diminui¢do da nocicep¢do quando o AR-
A014418 foi co-administrado com a formalina (agente flogistico); bem como
centralmente, visto que a co-administragdo do AR-A014418 com agonistas dos
receptores glutamatérgicos NMDA ou trans-ACPD no espaco subaracnéideo lombar
acarretou em diminuicdo da nocicepcdo quando comparados aos animais tratados
com veiculo + agonista glutamatérgico (NMDA ou trans-ACPD).

Fonte: adaptado de Scholz e Woolf (2002).
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4.2 ENVOLVIMENTO DE CITOCINAS PRO-INFLAMATORIAS NO
EFEITO ANTINOCICEPTIVO INDUZIDO PELA INIBICAO DA
GSK3

Neste estudo o inibidor da GSK3, o AR-A014418, diminuiu a
nocicepg¢ao aguda ocasionada pela administracdo intratecal das citocinas
pro-inflamatoérias: TNF-a e IL-1B. Em outro experimento, realizado
separadamente, utilizando um modelo de dor neuropatica, a PSNL,
foram avaliados os niveis das citocinas pro-inflamatérias supracitadas
(TNF-a e IL-1B), bem como de outras duas citocinas anti-inflamatorias,
a IL-10 e IL-1ra, nos segmentos lombares da medula espinal de
camundongos neuropaticos, empregando a técnica de ELISA. A
administragdo do inibidor da GSK3 foi capaz de diminuir os niveis de
TNF-a e IL-1B na medula espinal e nao alterou os niveis da IL-10 e da
IL-1ra. Portanto, parece que a inibigdo da GSK3, através da utilizagdo
de seu inibidor, atua preponderantemente sobre as citocinas pro-
inflamatorias nos modelos que foram usados nesta pesquisa.

A GSK3 ¢ um fator vital para o processo inflamatorio (MARTIN
et al.,, 2005). Consequentemente, seus inibidores fornecem forte
protecao anti-inflamatéria (JOPE; YUSKAITIS; BEUREL, 2007). A
inflamag¢ao ¢ uma funcdo crucial no sistema imune dos mamiferos,
envolvendo muitos tipos de células e utilizando muitos mediadores de
sinalizagdo para fornecer protecdo contra patogenos (JOPE;
YUSKAITIS; BEUREL, 2007). As respostas do sistema imune sao
classificadas como adaptativas ou inatas baseadas no tempo de ativacao
e antigeno (JOPE; YUSKAITIS; BEUREL, 2007). A primeira linha de
defesa contra patdogenos ¢ fornecida pelas células imunes inatas que

atuam como sentinelas para detectar sinais de perigo, que incluem
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células como macrofagos, células dendriticas, neutrofilos etc. (JOPE;
YUSKAITIS; BEUREL, 2007). Quando ativados, os macrofagos
sentinelas e outras células liberam mediadores soluveis da inflamacao,
como citocinas e quimocinas, que promovem infiltragdo de outras
células imunes no tecido lesado (JOPE; YUSKAITIS; BEUREL, 2007).

A resposta imune adaptativa, por outro lado, ¢ uma resposta mais
lenta, dependente de células T e células B que reagem com células
apresentadoras de antigenos. Assim, juntos, a resposta imune inata e
adaptativa estdo amplamente envolvida no controle do processo
inflamatério. A desregulacdo do sistema imunologico pode contribuir
para uma variedade de condi¢des patologicas (JOPE; YUSKAITIS;
BEUREL, 2007).

As células da microglia sdo consideradas equivalentes aos
macrofagos da parte periférica do sistema nervoso e acredita-se que
sejam ce¢lulas imunes chave da parte central do sistema nervoso (JOPE;
YUSKAITIS; BEUREL, 2007; MATYSZAK, 1998). Uma variedade de
estressores ativam a glia, como isquemia, trauma, infec¢do, e muitas
doencas neurodegenerativas, levando a duas principais respostas da glia:
inflamagao e migracdo (JOPE; YUSKAITIS; BEUREL, 2007,
MATYSZAK, 1998). Agudamente, as respostas da glia sdo benéficas
porque elas permitem que a glia migre para os locais lesados, onde ela
produz citocinas e fatores de crescimento que podem contribuir para a
recuperagao dos neurdnios afetados (JOPE; YUSKAITIS; BEUREL,
2007; MATYSZAK, 1998; SCHWARTZ ET AL., 2006). De forma
inversa, a resposta inflamatoria de longa dura¢do, mediada pela ativacao

cronica da glia parece ser prejudicial a fungdo e sobrevivéncia neuronais
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(JOPE; YUSKAITIS; BEUREL, 2007; MATYSZAK, 1998;
SCHWARTZ et al., 20006).

Portanto, ¢ de interesse que a GSK3 foi identificada como uma
forte reguladora da inflamagdo e da migracao celular. Esses relatos
demonstram que a GSK3 pode contribuir para os efeitos prejudiciais de
longa duracdo da inflamagao nas partes periférica e central do sistema
nervoso ¢ de que condi¢des que envolvam inflamagdo crénica possam
ser melhoradas pela aplicagdo terap€utica de inibidores da GSK3 (JOPE;
YUSKAITIS; BEUREL, 2007).

A identificagdo da GSK3 como a principal reguladora das
respostas inflamatorias periféricas mostrou que ela promove a produgao,
induzida por estimulo, de varias citocinas e, subsequente,
desenvolvimento dos sintomas de doencas em modelos animais de
condicdes inflamatorias. Este papel da GSK3 na inflamagdao foi
primeiramente estabelecido pela desmonstragdo de que a atividade da
GSK3 ¢ necessaria para a total estimulacdo da producdo de varias
citocinas inflamatorias, como interleucina 6 (IL-6), IL-1B e fator de
necrose tumoral o (TNF-a), apds estimulacdo de varios tipos de
receptores Tool-like (3, 4, 5 ¢ 9) em leucodcitos e em células
mononucleares sanguineas periféricas (MARTIN et al., 2005). De
maneira inversa, a GSK3 reduz a produgdo da citocina anti-inflamatoria
IL-10. Reciprocamente, inibidores da GSK3 reduzem a producgdao de
citocinas pro-inflamatoérias € aumentam a produgdao de citocinas anti-
inflamatoérias (JOPE; YUSKAITIS; BEUREL, 2007).

Isto levantou uma nova hipotese, de que os inibidores da GSK3

poderiam ter efeitos benéficos em condigdes que envolvem a resposta

inflamatoéria (JOPE; YUSKAITIS; BEUREL, 2007). Os inibidores da
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GSK3 reduzem a produgao de citocinas pro-inflamatorias induzida pela
familia de receptores Toll-like pela inibicao da atividade transcricional
do fator nuclear (NF)- kB (MARTIN et al., 2005). Isso foi suportado
pelo achado prévio de que a GSK3 ¢ necessaria para a completa
atividade transcricional do NF-xB (HOEFLICH et al., 2000).
Interessantemente, foi demonstrado que a GSK3 realiza a atividade
transcricional do NF-xB de uma maneira promotor-especifica,
demonstrando que ela seletivamente favorece a expressdo de um
subgrupo de genes ativados pelo NF-«xB (STEINBRECHER et al.,
2005). Por exemplo, a expressao de IL-6 e proteina 1 quimioatrativa de
monocitos mediada pelo NF-kB requer GSK3 para eficiente expressao,
mas o IkBa e a proteina 2 inflamatéoria de macrofago nao
(STEINBRECHER et al., 2005). Esta acdo seletiva da GSK3 sobre a
expressao génica induzida por NF-kB facilita o uso terapéutico anti-
inflamatorio, visto que isto indica que a inibigdo da GSK3 nio
interferire nas outras acdoes do NF-xB (JOPE; YUSKAITIS; BEUREL,
2007). O envolvimento da GSK3 nas respostas inflamatorias foram
expandidos a outras condi¢gdes, os inibidores da GSK3 reduzem a
resposta inflamatoria sistémica, disfungdo renal e hepatotoxicidade
associada a endotoxemia em ratos (DUGO et al.,, 2005). Em outras
condic¢oes inflamatorias, os inibidores da GSK3 diminuem as respostas
inflamatorias em colite experimental induzida em ratos (WHITTLE et
al., 2006) e na artrite causada pela administragao de colageno tipo I em
camundongos (CUZZOCREA et al., 2006). Artrite e peritonite também
foram reduzidas em camundongos pela administracdo de litio, um

inibidor da GSK3 (HU et al., 2006).
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De modo geral, ¢ evidente que a GSK3 ¢ um componente
importante da resposta inflamatoria e de que a utilizacdo de inibidores
da GSK3 podem ter efeitos terapéuticos em varias condicdes associadas
a inflamacao (JOPE; YUSKAITIS; BEUREL, 2007).

Os modelos nociceptivos utilizados no presente trabalho
apresentam um importante componente inflamatério, evidenciado por
trabalhos publicados na literatura, por exemplo, a dosagem das citocinas
pro-inflamatorias TNF-a e IL-1pB encontram-se aumentadas no fluido
cerebrospinal de camundongos submetidos a nocicepc¢ao induzida pelo
acido acético (i.p.) e pela formalina (i.pl.) (THOMAZZI et al., 1997,
RIBEIRO et al., 2000; CASTILLO et al., 1995; MALMBERG et al.,
1997; OKUDA et al.,, 1984; SCHAIBLE; SCHMIDT, 1985) e, no
modelo da PSNL, a ativacdo microglial libera quantidade expressiva
destas mesmas citocinas na medula espinal de camundongos
neuropaticos (WOODCOCK; WITTER; DIONNE, 2007), portanto, um
mecanismo relevante através do qual o inibidor utilizado neste estudo
possa exercer sua acdo ¢ através da diminui¢do da liberagao das
citocinas pro-inflamatorias TNF-a e IL-1p.

A ativagdo glial ¢ uma reacgdo tipica a lesdo da parte central e
periférica do sistema nervoso (OSIKOWICZ et al., 2012). Muitos
estudos mostram aumento da imunoreatividade da microglia e astrocitos
no segmento ipsilateral da medula espinal apos lesdao nervosa (WEN et
al., 2011; OSIKOWICZ et al., 2012). Os astrocitos ativados apds lesao
nervosa liberam glutamato, que aumenta a excitabilidade neuronal em
neurdnios do corno dorsal por ativarem receptores ionotropicos (PIANI
et al., 1993) ou metabotropicos (MILLS et al., 2000) para o glutamato.

A microglia ativada expressa marcadores de superficie e receptores e
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libera substdncias como o glutamato, citocinas, o6xido nitrico e
prostaglandinas (HANISCH, 2002).

Um estudo publicado por Beurel e Jope (2010) destaca um dos
papéis da GSK3 na regulagdo da tolerancia inflamatoria em astrocitos. A
tolerancia inflamatoria ¢ a down-regulag¢do da inflamagédo sob estimulos
repetidos, sua ocorréncia ¢ bem estabelecida em células imunes
periféricas (BEUREL; JOPE, 2010). Entretanto, pouco se sabe sobre
esta tolerancia inflamatéria no encéfalo, embora ela possa fornecer um
importante mecanismo de protecdo em casos de inflamacao prolongada,
que ocorre em casos de doengas neurodegenerativas e em estados de dor
cronica (BEUREL; JOPE, 2010).

Beurel e Jope (2010) realizaram duas estimulagdes sequenciais
com lipopolissacarideo (LPS) em astrocitos e a inibicdo da GSK3
aumentou a tolerancia e reduziu a sensibilizagdo destas células gliais.
Estes achados identificam o importante papel dos inibidores da GSK3
em reduzir a neuroinflamacdo por promover tolerancia (BEUREL;
JOPE, 2010). Um esquema demonstrando a participacao das citocinas
pro-inflamatodrias no efeito antinociceptivo do AR-A014418 pode ser

observado na Figura 43.
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Figura 43- Participagdo das citocinas pro-inflamatorias no efeito

antinociceptivo do AR-A014418.
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Legenda: Além da diminuicao da ativacdo dos receptores para o glutamato: NMDA
(ionotropico) e trans-ACPD (metabotropico) centralmente. O AR-A014418 foi
capaz de diminuir a nocicep¢do dos animais quando co-administrado com as
seguintes citocinas pro-inflamatérias: TNF-o e IL-1B no espago subaracnédideo
lombar. A participagdo destas citocinas pro-inflamatorias no efeito antinociceptivo
do AR-A014418 foi confirmada pela dosagem das mesmas nos segmentos lombares
da medula espinal de camundongos no modelo da PSNL. Acreditamos que a
inibicdo dos receptores para o glutamato e a diminui¢do da liberagcdo das citocinas
pro-inflamatdrias também esteja ocorrendo no terminal periférico do neurdnio
aferente primario, contribuindo para a diminuicao da sua ativagao.

Fonte: adaptado de Scholz e Woolf (2002).
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4.3 ENVOLVIMENTO DAS CATECOLAMINAS NO EFEITO
ANTINOCICEPTIVO INDUZIDO PELA INIBICAO DA GSK3

4.3.1 GSK3 e serotonina

O neurotransmissor serotonina ¢ extremamente importante nas
vias descendente inibitorias da dor e ha evidéncias de que a
neurotransmissao serotoninérgica esta prejudicada em estados de dor
cronica (WEI; GU; CHU, 2012; LIU et al., 2010). Liu et al. (2010)
demonstraram uma diminui¢ao do conteudo de serotonina e¢ do acido 5-
hidroxiindoleacético (5-HIAA) e um aumento da taxa de turnover da
serotonina (5-HIAA/5-HT) no corno dorsal da medula espinal lombar
ipsilateral ao local de realizagdo da ligagdo do nervo espinal. Estes
dados indicam uma perda ou diminui¢do do sistema inibitorio
serotoninérgico sobre o processamento espinal da informagao
nociceptiva apds lesdo do nervo espinal e esta diminuicdo do sistema
inibitorio serotoninérgico estd envolvida no desenvolvimento da
sensibilizacdo central e dor neuropatica induzida pela lesdo nervosa
(LIU et al., 2010).

Portanto, uma das hipoteses formuladas neste estudo, foi a de que
a inibi¢ao da GSK3 poderia diminuir a nocicep¢ao dos animais por atuar
nas vias serotoninérgicas. Neste trabalho, evidenciamos que o efeito
antinociceptivo do AR-A014418, no modelo de dor neuropatica
induzida por PSNL, foi prevenido quando os animais receberam
injecdes 1.p. (por 4 dias consecutivos) de p-clorofenilalanina metil éster
(PCPA), um inibidor da enzima triptofano hidroxilase, enzima esta
importante na produ¢do de serotonina. Mas existem relatos na literatura

relacionando este importante neurotransmissor com a atividade da
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GSK3? De fato, encontram-se algumas evidéncias que a GSK3 ¢ capaz
de alterar a atividade de um autoreceptor para serotonina, maiores
detalhes sdo observados no texto que segue.

A GSK3pB, mas nao a GSK3aq, foi identificada como moduladora
direta dos receptores 5-HT1B (CHEN et al., 2011). Os receptores 5-
HT1B contém oito locais de fosforilacdo para GSK3 (DOBLE;
WOODGETT, 2003), que se localizam nas alcas intracelulares 1, 2 ¢ 3
do receptor acoplado a proteina G (GPCR) (POLTER; LI, 2011; CHEN;
SALINAS; LI, 2009).

O efeito da GSK3p sobre os receptores 5-HT1B ¢ facilitar a
atividade deste receptor, que ¢ o oposto de outras proteinas cinases que
regulam os GPCR (GAINETDINOV et al., 2004). O receptor 5-HT1B ¢
um autoreceptor, que ¢ definido como o receptor presente no terminal do
qual o transmissor ¢ liberado e, normalmente, limitam a liberagdo
adicional de serotonina (KANDEL; SCHWARTZ; JESSELL, 2003).

No tecido encefalico de camundongos, o pré-tratamento de fatias
corticais com inibidores da GSK3 aboliu completamente o efeito
inibitorio dos receptores 5S-HT1B sobre a liberacdo de [H3]-serotonina
radiotiva evocada por cloreto de potdssio (CHEN et al., 2011), uma
fun¢do caracteristica dos autoreceptores 5-HT1B nos terminais axonais
de neurdnios serotoninérgicos (TRILLAT et al., 1997; SARI, 2004;
RIAD et al., 2000). Outro aspecto importante ¢ de que os inibidores da
GSK3 também apresentam atividade tipo antidepressiva evidenciado em
modelos comportamentais como o teste de suspensdo da cauda e teste do
nado for¢ado (BUDNI et al., 2012; GOULD et al., 2004; ROSA et al.,

2008) e também facilitam o efeito anti-imobilidade do agonista do
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receptor 5S-HT1B, anpirtolina, no teste de suspensao da cauda (CHEN et
al., 2011).

No estudo de Zhou et al., (2012) foram utilizados camundongos
knockout para GSK3p em neurdnios serotoninérgicos (snGSK3p-KO),
para examinar os efeitos da GSK3p sobre os autoreceptores 5-HT1B. Os
resultados desta pesquisa demonstraram que a GSK3 modula a fungado
dos neuronios serotoninérgicos, um destes efeitos ¢ modular
seletivamente a atividade dos autoreceptores 5-HT1B que tem impacto
sobre o disparo de neurdnios serotoninérgicos, producao de AMPc e
liberacao de serotonina (ZHOU et al., 2012).

A taxa de disparo neuronal (neurdénios serotoninérgicos presentes
no nucleo da rafe) ¢ maior em camundongos snGSK3B-KO em
condig¢des fisiologicas, uma evidéncia que demonstra que a GSK3f ativa
contribui para o limiar da atividade neuronal serotoninérgica sob
condi¢oes fisiologicas (ZHOU et al., 2012). Também levanta a
possibilidade de que durante condi¢des patoldgicas, onde a GSK3[
esteja hiperativa, a inibi¢do terapéutica apropriada da GKS3PB possa
restaurar a atividade neuronal serotoninérgica (ZHOU et al., 2012). Os
achados deste estudo fornecem uma nova evidéncia, fisiologica e
comportamental, de que a GSK3p modula a sinalizacdo mediada pelo
autoreceptor 5-HT 1B, o que intitula a GSK33 como um modulador ativo
da neurotransmissao serotoninérgica (ZHOU et al., 2012). Isso pode ser
parcialmente explicado pelos diversos efeitos da GSK3B nos
comportamentos relacionados a emocao, ansiedade e atividade (LI;
JOPE, 2010). Notavelmente, dentre os efeitos in vivo do litio
(FRELAND; BEAULIEU, 2012; VALVEZAN; KLEIN, 2012), um
inibidor da GSK3, foi observado que ele inibe os receptores 5-HTIB e
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este receptor foi proposto como sendo um alvo terapéutico para o litio
(MASSQT et al., 1999). Os achados de que o litio rompe a interacao
direta entre GSK3p e receptores 5-HT1B em células transfectadas
(CHEN; SALINAS; LI, 2009), demonstra que o provavel efeito do litio
sobre a funcdo do receptor 5-HT1B seja resultado da inibigdo da GSK3
(ZHOU et al., 2012).

As evidéncias experimentais supracitadas comprovam a hipoétese
de que a diminuigdo da atividade da GSK3; seja através da
administragdo de inibidores in vivo e in vitro, ou da utilizacdo de
animais geneticamente modificados, como os animais knockouts para
GSK3pB em neurdnios serotoninérgicos presentes no nucleo da rafe; ¢
capaz de aumentar a neurotransmissdao serotoninérgica (ZHOU et al.,
2012). Possivelmente este seja um dos mecanismos pelos quais o AR-
A014418 esteja diminuindo a nocicep¢do nos modelos utilizados neste

trabalho.

4.3.2 GSK3 e dopamina

Outra substancia que foi capaz de prevenir o efeito
antinociceptivo do AR-A014418, no modelo da PSNL, foi a a-metil-p-
tirosina (AMPT), um inibidor da enzima tirosina hidroxilase. A
administragdo do AMPT nos possibilitou investigar a participagao dos
sistemas noradrenérgico ¢ dopaminérgico no efeito antinociceptivo deste
inibidor da GSK3. Serdo citados alguns detalhes sobre a GSK3 e os
receptores dopaminérgicos € um breve comentario sobre os receptores

noradrenérgicos, tendo em vista os escassos dados literarios
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relacionando esta importante enzima com a neurotransmissao
noradrenérgica.

Os receptores para dopamina sdo receptores acoplados a proteina
G (GPCRs) que medeiam a neurotransmissao lenta (MISSALE et al.,
1998; GREENGARD, 2001). A dopamina tem um importante papel na
modulagdo da neurotransmissao mediada por GABA e glutamato, e esta
envolvida em funcdes encefalicas como: movimento, emocao,
recompensa ¢ afeto (GREENGARD, 2001; GAINETDINOV;
SOTNIKOVA; CARON, 2002). Consequentemente as drogas que
atuam na neurotransmissao dopaminérgica sao ferramentas amplamente
usadas no manejo de transtornos neuropsiquiatricos multiplos, incluindo
esquizofrenia, transtornos de humor, doenga de Parkinson, transtorno de
hiperatividade déficit de atengdo e sindrome de Tourette
(GREENGARD, 2001; GAINETDINOV; SOTNIKOVA; CARON,
2002). A principal regido que contém neurdnios dopaminérgicos no
encéfalo € no sistema nigro-estriatal, compreendem neurénios que
contém dopamina e que chegam da substancia negra e da area tegmental
ventral que se projeta a neur6nios contendo GABA nos nucleos putamen
e accumbens (estriado) (BEAULIEU; GAINETDINOV; CARON,
2007).

Classicamente, as fungdes dos receptores dopaminérgicos estdo
associadas com a regulagdao da proteina cinase A (PKA)/AMPc através
de sinalizagdo mediada por proteina G (MISSALE et al., 1998;
GREENGARD, 2001). Duas classes de GPCR medeiam as func¢des da
dopamina. A classe de receptores D; (D; a Ds), acoplados
principalmente a Gas estimula a produ¢do do segundo mensageiro

AMPc e a atividade da PKA. Pelo contrario, a classe de receptores D;
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(receptores D,, D3 e Dy4) acoplados a Gai,, que regula negativamente a
producao de AMPc, resultando na diminui¢do da atividade da PKA. A
classe de receptores D, também modula os niveis intracelulares de Ca*'
agindo em canais i6nicos ou ativando a liberacdo dos estoques
intracelulares de Ca*" (MISSALE et al., 1998; GREENGARD, 2001).
Outro mecanismo de sinalizagdo relevante ¢ a via que envolve a proteina
cinase B (PKB/Akt)-GSK3, para a expressao de comportamentos
associados a dopamina e acdo de drogas dopaminergicas (BEAULIEU;
GAINETDINOV; CARON, 2007).

A sinalizagdo e fun¢do dos receptores dopaminérgicos também
pode ocorrer por um mecanismo independente de AMPc, destacando-se
o papel das B-arrestinas. As P-arrestinas podem atuar como mediadores
de sinalizacao independentes da proteina G, por ancorar outras proteinas
como as cinases ¢ seus substratos (LUTTRELL et al., 2001; SHENOY
et al., 2006; LEFKOWITZ; SHENOY, 2005). Interessantemente,
camundongos knockout para B-arrestina 1 e B-arrestina 2 apresentam
reduzidas respostas comportamentais ao agonista do receptor para a
dopamina, a apomorfina (BEAULIEU et al., 2005; GAINETDINOV et
al., 2004). Um desses mecanismos foi identificado ¢ mostra que a [-
arrestina 2 ¢ uma sinaliza¢dao intermediaria implicada na regulagao da
Akt e GSK3 pela dopamina, que ¢ independente de AMPc (BEAULIEU
et al.,, 2006; BEAULIEU et al., 2004). Investigagdes da sinalizagao
celular em resposta aos niveis extracelulares persistentemente elevados
de dopamina identificaram uma redugdo na fosforilacio da Akt e a
inativacao da Akt nestes camundongos resulta em concomitante ativagcao
da atividade da GSK3 (BEAULIEU et al.,, 2004). Estas mudangas

bioquimicas sdo revertidas pela inibigdo da sintese de dopamina, pelo
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bloqueio do receptor D, ou administracdo de litio (inibidor da GSK3)
(BEAULIEU et al., 2004). Esses dados demonstram o envolvimento da
GSK3 como importante mediadora na a¢do da dopamina e da acao do
litio in vivo e sugere que a modulagdo da via Akt/GSK3 possa ser
relevante para doengas relacionadas com a dopamina, como transtorno
de hiperatividade déficit de atengao e esquizofrenia (BEAULIEU et al.,
2004).

A Akt e a GSK3 sdo reguladas pelos receptores da classe D,
(BEAULIEU et al., 2004). Além do mais, os antagonistas dos receptores
da classe D, e o antipsicdtico haloperidol leva a aumentada fosforilacao
da Akt e a inibigdo da GSK3 em camundongos (NORTON et al., 2007).
A administracdo de anfetamina ou do agonista nao-seletivo do receptor
para dopamina, a apomorfina; resulta em inibicdo da atividade da Akt,
confirmando a regulacdo da via Akt-GSK3 pela dopamina (BEAULIEU
et al., 2005; BEAULIEU et al., 2004). Os inibidores da GSK3 podem
reduzir a atividade locomotora em animais tratados com anfetamina
(BEAULIEU et al., 2004; GOULD et al., 2004).

A Akt e a GSK3 estio envolvidas na acdo de drogas
antipsicoticas como o haloperidol, que exerce a maioria de suas agdes
bloqueando a classe de receptores D,, dando suporte ao papel da
neurotransmissdo dopaminérgica na etiologia da esquizofrenia, por
exemplo (BEAULIEU; GAINETDINOV; CARON, 2007). Estudos de
associagdo genética estabeleceram uma ligacao entre a desregulacao da
sinalizagdo da Akt, atividade ou niveis de expressdo reduzidos, € a
esquizofrenia (EMAMIAN et al., 2004; ZHAO et al., 2006).

Os denominados antipsicoticos atipicos ativam a Akt (KANG et

al., 2004) ou mimetizam a atividade da Akt, aumentando a fosforilagao
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de seu substrato, a GSK3 (tornando-a menos ativa) (LI et al., 2006). Os
antipsicoticos atipicos podem ser distinguidos funcionalmente dos
antipsicoticos tipicos por sua reduzida afinidade e baixa especificidade
pelos receptores D, (BEAULIEU; GAINETDINOV; CARON, 2007).

Além disso, drogas que afetam a neurotransmissao
serotoninérgica, tais como os inibidores da recaptacdo de serotonina,
inibidores da monoamina oxidase e antidepressivos triciclicos,
amplificam a acdo dos antipsicoticos atipicos sobre a GSK3 (LI et al.,
2006). Interessantemente, foi relatado aumento da atividade da GSK3 no
cortex pré-frontal de vitimas suicidas deprimidas (KAREGE et al.,
2007). A Akt e a GSK3 funcionam como integradoras de sinal para a
transmissao dopaminérgica e serotoninérgica, € contribuem para a agao
de drogas nesses sistemas de neurotransmissores (BEAULIEU, 2007).

A Akt e a GSK3 foram associadas com a acdo do estabilizador de
humor, litio. O litio ¢ um inibidor direto da GSK3, que pode inibir a
atividade desta cinase em células, através de um mecanismo indireto,
envolvendo a ativacdo da Akt (BEAULIEU et al., 2004; BEAULIEU,
2007; DE SARNO; LI; JOPE, 2002). Administragdo aguda e cronica do
litio inibe a atividade da GSK3 encefdlica em camundongos, como
revelado pelo aumento da fosforilagio do dominio regulatério N-
terminal (BEAULIEU et al., 2004; DE SARNO; LI; JOPE, 2002). Além
disso, inibidores da GSK3 e reduzida expressao da GSK3 reproduzem
algumas acdes comportamentais do litio em roedores, incluindo sua acao
inibitéria sobre a hiperatividade locomotora dependente de dopamina
(BEAULIEU et al., 2004; GOULD et al., 2004; O'BRIEN et al., 2004).

Pelos relatos expostos acima pode-se perceber que ativacao da

neurotransmissao dopaminérgica ¢ capaz de reduzir a atividade da Akt e
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consequentemente, aumentar a atividade da GSK3. Como ¢ bem aceito
que a neurotransmissdo dopaminérgica estd relacionada com a
diminui¢cdo da nocicep¢dao (WEI; VIISANEN; PERTOVAARA, 2009;
mais detalhes no préximo pardgrafo) ndo encontramos explicacao
plausivel sobre o envolvimento do sistema dopaminérgico no efeito de
diminuir a nocicepg¢ao ocasionado pelo AR-A014418.

Relatos na literatura demonstram a participagdo do sistema
dopaminérgico na diminui¢do da nocicep¢do, como exemplo pode-se
citar o trabalho de Wei; Viisanen e Pertovaara (2009). Eles
determinaram o papel dos receptores D, no grupo de células A1l na
modulagdo descendente da hipersensibilidade ao estimulo mecanico
(utilizando filamentos de von Frey) induzida pela ligagdo do nervo
espinal em ratos (WEI; VIISANEN; PERTOVAARA, 2009). A
administracdo de quinpirola (agonista de receptores de dopamina
D2/D3) das células da regido All atenuou a hipersensibilidade dos
animais e este efeito foi prevenido pelas administracdes de: L-741,626
(antagonista dos receptores D2), racloprida (antagonista dos receptores
D2/D3) e bicuculina (antagonista dos receptores GABA,) em All
(WEI; VIISANEN; PERTOVAARA, 2009). Além disso, a
administracdo espinal de atipamezola (antagonista dos adrenoceptores a-
2) € WAY-100635 (antagonista do receptor 5-HT;4), mas nao de
racloprida ou bicuculina, reduziram o efeito antinociceptivo da
quinpirola injetada em A1l (WEI; VIISANEN; PERTOVAARA, 2009).
Estes resultados indicam que a ativagdo de receptores D, em All pode
diminuir a hipersensibilidade neuropatica, por mecanismos que
envolvem receptores GABAA, no hipotilamo e pelas vias

noradrenérgicas descendentes agindo em adrenoceptores o, espinais,
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possivelmente com contribuicdo da via descendente serotoninérgica
agindo em receptores 5-HT;n espinais (WEI; VIISANEN;
PERTOVAARA, 2009).

4.3.3 GSK3 e norepinefrina

E escassa a publicacdo de artigos cientificos que relatam a relacio
entre a GSK3 e a norepinefrina. No entanto, Siraskar et al. (2011)
demonstraram que a GSK3 ¢ fosforilada e sua atividade ¢ inibida pela
proteina cinase B (PKB/ Akt) e pelas isoformas das cinases induziveis
por glicocorticoide e soro (SGK), que sdo ativadas por fatores de
crescimento através da sinalizagdo da fosfatidilinositol (PI) 3 cinase
(SIRASKAR et al. 2011). A inibicdo da GSK3 dependente de
PI3/PKB/SGK ¢ interrompida em camundongos knockin para os genes
alvos, com mutag¢dao e assim resistente PKB/SGK, onde o residuo de
serina do sitio de fosforilagdio PKB/SGK foi substituido pelo residuo
alanina (SIRASKAR et al. 2011). Os resultados deste estudo mostram
que as concentragdes de norepinefrina estavam aumentadas nestes
animais quando comparados aos animais selvagens (SIRASKAR et al.
2011). Portanto, a atividade abolida da GSK3, através de manipulagao
genética, foi capaz de aumentar a concentracdo de norepinefrina no
plasma e urina destes animais, revelando uma nova funcao para a via
supracitada, a de regular a liberacao de norepinefrina (SIRASKAR et al.
2011).

Corroborando com os achados do artigo de Siraskar et al., (2011)

estio os de Marioka et al., (2010) pois eles demonstram que a
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norepinefrina, agindo em receptores [3,, fosforila a tirosina 216 da
GSK3, ativando-a (MORIOKA et al., 2010).

Os resultados destas pesquisas nos levam a acreditar que o
aumento da atividade da GKS3 ¢ capaz de aumentar os niveis de
norepinefrina, bem como a norepinefrina, agindo em seus receptores D5,
também ¢ capaz de aumentar a atividade da GSK3. Encontramos
situacao semelhante a exposta no item anterior (4.3.2), tornando dificil a
compreensdo de como a administragdo de AMPT foi capaz de prevenir o
efeito antinociceptivo do AR-A014418. Na Figura 44 esta representada
a possivel participacdo das catecolaminas no efeito do AR-A014418 em
diminuir a nocicep¢do e para completar os mecanismos de acao
avaliados no presente trabalho também estd demonstrado que a via L-

arginina-0xido nitrico parace ndo participar do efeito antinociceptivo do

AR-A014418.
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Figura 44. Participagdo das catecolaminas no efeito

antinociceptivo do AR-A014418.

Provaveis Mecanismos de A¢ao do AR-A014418

. NMDA
. Trans-ACPD
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TNF-a A®

B 5-HT
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I Dopamina
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Legenda: Além da participagdo do sistema glutamatérgico (receptores NMDA e
trans-ACPD) e das citocinas pré-inflamatorias (TNF-a e IL-1B) no efeito
antinociceptivo do AR-A014418 evidenciamos a participacdo das catecolaminas
nesta diminuicdo da nocicep¢do; isto ficou evidente pela prevencdo da
antinocicepcao ocasionada pelo AR-A014418 quando os animais foram pré-tratados
com PCPA ou AMPT no modelo da PSNL. A via L-arginina-6xido nitrico parece
ndo estar envolvida na diminui¢do da nocicep¢do ocasionada por este inibidor da
GSK3 (o pré-tratamento dos animais com L-arginina ndo alterou o efeito
antinociceptivo do AR-A014418 na PSNL).

Fonte: adaptado de Scholz e Woolf (2002).
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44 RELACAO ENTRE CATECOLAMINAS, GLUTAMATO E
CITOCINAS

Pesquisando a relacdo entre serotonina e receptores NMDA
encontram-se trabalhos interessantes relacionando estes temas na
depressdo (Para revisio consultar MULLER; MYINT; SCHWARZ,
2011). Como a depressdo e a dor compartilham muitos mecanismos
neuropatologicos achamos conveniente mencionar estes estudos. Os
inibidores da recaptagdo de serotonina e noradrenalina sao drogas
efetivas para a depressdo, portanto, nao ha duvidas da importancia da
neurotransmissao serotoninérgica e noradrenérgica na patofisiologia da
depressdo (MULLER; MYINT; SCHWARZ, 2011). Na depressdo maior
(MD) a hiperfuncdo glutamatérgica parece estar intimamente
relacionada com a deficiéncia da neurotransmissao serotoninérgica e
noradrenérgica. A fun¢do do sistema glutamatérgico estd relacionada ao
sistema 1mune e ao metabolismo triptofano-cinurenina, ambos
desempenhando um papel chave na patofisiologia da MD (MULLER;
SCHWARZ, 2007). Embora o sistema glutamatérgico possa influenciar
diretamente ou indiretamente a transmissdo serotoninérgica ¢
noradrenérgica, poucos dados foram publicados relacionando esta
interagao. Antagonistas do receptor NMDA aumentam os niveis de
serotonina no encéfalo (YAN et al., 1997, MARTIN P; CARLSSON;
HJORTH, 1998). Estudos demonstraram a atividade aumentada do
sistema glutamatérgico no plasma de pacientes depressivos (KIM et al.,
1982; ALTAMURA et al., 1993; MAURI et al., 1998). Consistente com
o ponto de vista de que uma aumentada atividade do sistema
glutamatérgico e o agonismo do receptor NMDA estdo associados ao

humor deprimido, uma reducdo da atividade glutamatérgica pelo
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antagonismo do receptor NMDA pode exercer efeitos antidepressivos
(MULLER; MYINT; SCHWARZ, 2011). Antagonistas do receptor para
NMDA como MK-801 (MAJ et al., 1992; TRULLAS; SKOLNICK,
1990), cetamina (YILMAZ et al., 2002) e memantina (OSSOWSKA;
KLENK-MAJEWSKA; SZYMCZYK, 1997) exibiram efeitos
antidepressivos em diferentes modelos animais.

No artigo de Miiller; Myint e Schwarz (2011) constam também
informagdes relevantes sobre as citocinas pro e anti-inflamatérias e a
neurotransmissao glutamatérgica, que complementam as informagdes
citadas no item 4.2. Vamos relata-las em maiores detalhes no texto que
segue.

Um modelo inflamatério de MD ¢ o ‘comportamento de doenga’
(sickness behaviour), uma reacao do organismo a infecc¢ao e inflamacao.
Esse comportamento de doenga ¢ caracterizado por fraqueza, mal-estar,
apatia, dificuldade de concentragdo, letargia, interesse diminuido pelo
ambiente e reduzida ingestdo de alimentos — que sdo sintomas tipo
depressivos (MULLER; MYINT; SCHWARZ, 2011). Os sintomas
psicopatologicos relacionados com a doenca durante infeccdo e
inflamac¢ao sao mediados por citocinas pro-inflamatorias como IL-1, IL-
6, TNF-a e interferon gama (IFN-y) . O caminho (via) destas citocinas
do sistema imune periférico para o encéfalo ¢ através de neurdonios
aferentes e através de um direcionamento direto na amigdala e outras
regioes apos difusdo nos 6rgdos circunventriculares e plexos coridides
(DANTZER, 2001). Além disso, as citocinas podem se ligar (prender)
ao endotélio vascular induzindo a geracao de mediadores centrais como

as prostaglandinas; e também podem entrar no encéfalo por um sistema

de transporte ativo (BANKS; KASTIN; BROADWELL, 1995).
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Os mecanismos que contribuem para a inflamagdo e que podem
causar estados depressivos estdo sob influéncia indireta de moléculas
inflamatérias como a proteina C-reativa (CRP) ou prostaglandina E2
(PGE2) e do eixo hipotalamo-hipofise-adrenal sobre os processos no
SNC (MULLER; MYINT; SCHWARZ, 2011):

1) uma influéncia direta das citocinas pro-inflamatorias sobre o
metabolismo da serotonina e noradrenalina;

11) um desequilibrio da resposta imune tipo 1-tipo 2, levando a um
aumentado metabolismo do triptofano e serotonina por ativagdo da
enzima indoleamina 2,3-dioxigenase (IDO) no CNS que estd associada
com: uma diminuida disponibilidade de triptofano e serotonina e uma
alteragdo do metabolismo da cinurenina com um desequilibrio em favor
da produgdo do 4cido quinolinico, agonista do receptor NMDA.

Caracteristicas da ativacdo imune na MD inclui numeros
aumentados de linfocitos circulantes e células fagociticas, niveis
aumentados no soro de indicadores de cé€lulas imunes ativadas
(neopterina, receptores soltveis IL-2), concentracdes aumentadas no
soro de proteinas da fase aguda (APP’s) positivas, acoplado com
reduzidos niveis de APP’s negativas, bem como, liberacdo aumentada
de citocinas pro-inflamatoérias, como: IL-1, IL-2, TNF-a e IL-6 através
de macrofagos ativados e IFN-y através de células T ativadas (IRWIN,
1999; MAES et al., 1995 a, b; MIKOVA et al, 2001; MULLER et al.,
1993; NUNES et al., 2002).

A enzima IDO metaboliza triptofano a cinurenina, a cinurenina ¢
entdo convertida a 4cido quinolinico através do intermedidrio 3-HK pela
enzima cinurenina hidroxilase (MELLOR; MUNN, 1999). Ambos IDO

e cinurenina hidroxilase sdo induzidas pela citocina do tipo 1, a [FN-y
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(MELLOR; MUNN, 1999). A atividade da IDO ¢ um importante
componente regulatério no controle da proliferacdo dos linfocitos,
ativacdo da resposta imune tipo 1 e a regulacdo do metabolismo do
triptofano (MELLOR; MUNN, 1999). Ela induz uma parada no ciclo
celular do linfocito devido ao catabolismo do triptofano (MUNN et al.,
1999). Diferente das citocinas do tipo 1, as citocinas do tipo 2: IL-4 ¢
IL-10 inibem o catabolismo do triptofano mediado pela IDO e induzido
pelo IFN-y (WEISS et al., 1999) (Figura 45). A IDO esta localizada em
varios tipos de células, incluindo mondcitos e células microgliais
(ALBERATI-GIANI et al., 1996). Uma diminui¢do da disponibilidade
da triptofano no CNS mediada pela IDO e induzida por IFN-y pode
levar a deficiéncia serotoninérgica no CNS, considerando que a
disponibilidade da triptofano ¢ uma das limitacdes para a sintese de
serotonina. Outras moléculas pro-inflamatoérias, como: PGE2 ou TNF-a,
entretanto, induzem sinergicamente com a IFN-y um aumento na
atividade da IDO (BRAUN; LONGMAN; ALBERT, 2005;
KWIDZINSKI et al., 2005; ROBINSON; HALE; CARLIN, 2005).
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Figura 45. Influéncia das citocinas sobre as enzimas do metabolismo do

triptofano- serotonina-cinurenina na depressao.
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PGE,
Citocinas pro-inflamatorias: ex. TNF-a, IFN-y
Citocinas anti-inflamatorias: ex. 1L-4

Legenda: influéncia das citocinas pro- e anti-inflamatorias sobre as enzimas do
metabolismo triptofano-serotonina-cinurenina na depressdo. A preponderancia das
citocinas pro-inflamatorias na MD esta associada com atividade aumentada da IDO
e KMO, por exemplo, aumentada degradacao de serotonina a 5-HIAA e em favor da
via da sintese do 4cido quinolinico. As citocinas anti-inflamatorias (por exemplo a
IL-4) inibem a atividade da IDO.

Fonte: adaptado de Miiller; Myint e Schwarz (2011).

Um estudo interessante mostrou que a imunoterapia com IFN-a
foi seguida por um aumento dos sintomas depressivos e das
concentragdes de cinurenina no soro e, por reduzidas concentragdes de
triptofano e serotonina (BONACCORSO et al., 2002). A razdo
cinurenina/triptofano, que reflete a atividade da IDO, aumentou
significativamente (BONACCORSO et al., 2002). Mudancas nos

sintomas depressivos foram positivamente correlacionados com
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cinurenina € negativamente correlacionados com as concentracdes de
serotonina (BONACCORSO et al., 2002). O estudo de Bonaccorso et
al. (2002) e de Capuron et al. (2003) mostram claramente que a
atividade da IDO ¢ aumentada pelo IFN, levando a produgao aumentada
de cinurenina e a uma deple¢do da triptofano e da serotonina. O
metabolismo subsequente da cinurenina, entretanto, parece desempenhar
um papel importante nos estados psicopatologicos: acido quinolinico —
um dos produtos finais do metabolismo da cinurenina — apresenta efeitos
neurodegenerativos e estd aumentado no encéfalo de pacientes com MD
(LEONARD; MYINT, 2006), enquanto que o aumento do 4acido
cinurénico estava aumentado no encéfalo de pacientes esquizofrénicos
(OLSSON et al., 2009).

Além dos efeitos da resposta imune pro-inflamatoria sobre o
metabolismo da serotonina, outros sistemas de neurotransmissores, em
particular o sistema catecolaminérgico, estdo envolvidos na depressao
(MULLER; MYINT; SCHWARZ, 2011). Embora a rela¢do da ativacio
imune ¢ a deficiéncia da neurotransmissao catecolaminérgica ainda nao
ter sido bem estudada, o aumento da atividade da enzima monoamina
oxidase, que leva a diminuida neurotransmissdo noradrenérgica, pode
ser um efeito indireto da producdo aumentada de cinurenina e acido
quinolinico (SCHIEPERS; WICHERS; MAES, 2005).

Schipke, Heuser e Peters (2011) também destacam o papel do
glutamato nos transtornos do humor e sua sinalizagdo. Os astrocitos
estdo envolvidos no metabolismo do glutamato e a interessante
observagao deste grupo de pesquisadores foi de que a serotonina (amina
neurotransmissora derivada do triptofano) causa uma sinalizacdo de

calcio nos astrocitos (retardada, assincronica e algumas vezes de forma
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oscilatoria), que ¢ inibida pela presengca do glutamato; estes
experimentos foram realizados em fatias do cortex pré-frontal de
camundongos (SCHIPKE; HEUSER; PETERS, 2011). Portanto, a
sinalizagdo de calcio nos astrocitos causada pela serotonina pode ser
uma ligagdo entre as vias de sinalizagdo serotoninérgicas e

glutamatérgicas (SCHIPKE; HEUSER; PETERS, 2011).



5 CONCLUSOES

De acordo com o exposto no presente estudo constata-se que:

a)

b)

d)

f)

O tratamento intraperitoneal dos animais com os dois inibidores
da GSK3, AR-A014418 ou NPO031115, foram eficazes em
reduzir a nocicepc¢ao aguda (induzida pelo acido acético ou

formalina);

O AR-A014418, quando administrado perifericamente (i.pl.) e
centralmente (espinal) também diminuiu a nocicepcao

ocasionada pela formalina;

A inibicdo do sistema glutamatérgico e das citocinas pro-
inflamatorias, espinal, parece contribuir para o efeito

antinociceptivo do AR-A014418;

O tratamento com AR-A014418 (i.p.) diminuiu a nocicepgao
ocasionada pelo estimulo mecanico e ao frio, em camundongos

neuropaticos;

Os sistemas serotoninérgico e catecolaminérgico, mas ndo a via
L-arginina-6xido nitrico, contribuem para a antinocicep¢ao

induzida pelo AR-A014418;

A administracio do AR-A014418 nao alterou a atividade

locomotora dos animais.
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Desta forma, o conjunto de resultados apresentados nesta tese
fornecem as primeiras evidéncias na literatura de que a inibicdo da
GSK3 pode ser uma estratégia terap€utica para o controle da dor aguda e
cronica. Acredita-se que com a descoberta deste novo alvo para o
tratamento da dor, futuros estudos clinicos possam ser realizados na
busca de uma terapia mais efetiva para o controle da dor, principalmente

para a dor cronica.



6. PERSPECTIVAS

Além dos experimentos demonstrados nesta tese temos
evidéncias adicionais de que o0 AR-A014418 também exerce diminui¢ao
da nocicep¢do ao estimulo mecanico e térmico ao frio no modelo de
isquemia e reperfusdo da pata de camundongos (modelo de nocicepcgao
cronica), estes resultados sao muito semelhantes aos obtidos no modelo
da PSNL. Experimentos adicionais estdo sendo conduzidos para
demonstrar o papel da inibicdo da GSK3 na diminui¢do do estresse
oxidativo ocasionado pelo modelo de isquemia e reperfusao da pata. As
informacgoes contidas no presente paragrafo fazem parte de um terceiro
artigo que estamos respondendo aos revisores e apds a conclusdo dos

experimentos sera ressubmetido a revista The jounal of Pain.
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