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“Se eu pudesse, pegava a dor,
colocava a dor dentro de um envelope

e devolvia ao remetente"

Mario Quintana


https://www.pensador.com/autor/mario_quintana/

Resumo da Dissertagao

Introdugao: Em roedores, a Oxaliplatina (OXA) induz hiperalgesia ao frio e
alodinia mecanica, onde canais de calcio tipo N (Cav2.2) e receptor de potencial
transitorio de anquirina 1 (TRPA1) sdo mais expressos, embora o mecanismo
exato ndo tenha sido completamente elucidado. A neurotoxina recombinante
CTK 01512-2 derivada da aranha Phoneutria nigriventer demonstrou bloqueio
Cav2.2 afetando o influxo de Calcio voltagem dependente (Ca?*) intracelular e
agonizagdo de TRPA1, apresentando-se como um peptideo com agéo
analgésica/antinociceptiva promissor.

Objetivos: Analisar a eficacia analgésica da neurotoxina recombinante CTK
01512-2, administrada por via subcutédnea e no acuponto E36, em comparagao
com o tratamento padrao-outro (duloxetina) em um modelo de dor neuropatica
induzido por oxaliplatina em ratos Wistar.

Material e Métodos: Foi utilizado um modelo de dor neuropatica periférica
induzida por dose unica de OXA (6 mg/kg i.p.) em ratos Wistar machos com 60
dias, para realizacao de 3 ensaios avaliando efeitos do CTK 01512-2: perfil dose-
resposta da administragdo subcutanea (SC, N=30); perfil neuroquimico (N=32);
eficacia da farmacopuntura (N=32). A via subcutédnea do CTK 01512-2 foi testada
(n=5/grupo) nas doses de 0,1; 0,2 e 0,4 mg/kg, e comparada com 30 mg/kg SC
de Duloxetina (controle positivo). Testes de sensibilidade mecéanica (Von Frey) e
alodinia fria (acetona) foram realizados antes da indug¢ao da dor, trés dias apos,
antes do tratamento e aos 15 e 30min, 1, 2, 3, 4, 5, 6 e 7h apds. O perfil
neuroquimico (GABA, dopamina, acetilcolina) do CTK 01512-2 foi avaliado
(n=8/grupo) estruturas cerebrais (cortex, estriado, hipocampo, mesencéfalo,
amigdala, hipotalamo), 5h apo6s o tratamento com a dose de 0,2 mg/kg e
comparado com a Duloxetina (30 mg/kg SC). Testes de Von Frey e de Acetona
foram realizados antes da inducéo da dor, trés dias apds, antes do tratamento e
aos 15 e 30min, 1, 2, 3, 4 e 5h apos. A eficacia da farmacopuntura (acuponto
E36) do CTK 01512-2 com 1/10 da dose (0,02 mg/kg) foi avaliada (n=8/grupo) e
comparada com a Duloxetina com 1/10 da dose (3 mg/kg) pelos testes de Von



Frey e de Acetona, realizados antes da indug&o da dor, trés dias apdés, antes do
tratamento e aos 15 e 30min, 1, 2, 3,4 e 5h apds. Em todos os ensaios 0s grupos
experimentais foram comparados com o grupo controle negativo (OXA+Salina)
e controle sem dor (Salina+Salina). A eutanasia foi procedida por decaptacéo
sob anestesia prévia com isofluorano. A quantificagdo simultdnea dos
neurotransmissores no encéfalo foi realizada através da técnica LC-MS/MS.
Resultados: O perfil dose-resposta da administragdo subcutdanea de CTK
05152-2 revelou que a dose minima efetiva capaz de inibir alodinia mecanica e
térmica no modelo de dor neuropatica aguda induzida pela OXA foi de 0,2 mg/kg.
A inibicdo da alodinia mecanica inicia em 30min e se mantém pronunciada por
3h, ja alodinia ao frio, inicia em 15min e se mantém sustentada por 5h. O perfil
neuroquimico sinaliza envolvimento na inibicdo de aferéncias do trato
espinomesencefalico e de interneurbnios inibitérios préprios do estriado,
mediado pela Dopamina e GABA. Além disso, no modelo de analgesia por
farmacopuntura, 1/10 da dose efetiva de CTK 0512-2 pela via subcutanea foi
eficaz na alodinia mecéanica e ao frio, quando administrada no acuponto E36,
iniciando seu efeito em 15min (alodinia mecénica) ou 30min (alodinia ao frio) e
mantendo-se por 5h em ambos.

Conclusdo: CTK 01512-2 mostrou eficacia equianalgésica em relagdo a
duloxetina no modelo de dor neuropatica induzido pela oxaliplatina por via
subcutanea e no acuponto E36.

Palavras-chave: CTK 01512-2, dor neuropatica, alodinia, analgesia,

farmacopuntura.



Abstract

Introduction: In rodents, Oxaliplatin (OXA) induces cold hyperalgesia and
mechanical allodynia, where N-type calcium channels (Cav2.2) and the transient
receptor potential ankyrin 1 (TRPA1) are more expressed, although the exact
mechanism has not been completely elucidated. The recombinant neurotoxin
CTK 01512-2 derived from the spider Phoneutria nigriventer has shown to block
Cav2.2, affecting the influx of intracellular Calcium voltage dependent (Ca?*) and
agonizing TRPA1, presenting itself as a peptide with promising
analgesic/antinociceptive action.

Aim of study: To analyze the analgesic efficacy of the recombinant neurotoxin
CTK 01512-2, administered subcutaneously and at the acupuncture point E36,
in comparison to the standard treatment (duloxetine) in a model of oxaliplatin-
induced neuropathic pain in Wistar rats.

Materials and methods: A model of peripheral neuropathic pain induced by a
single dose of OXA (6 mg/kg i.p.) was used in 60-day-old male Wistar rats to
conduct 3 trials evaluating the effects of CTK 01512-2: dose-response profile of
subcutaneous administration (SC, N=30); neurochemical profile (N=32); efficacy
of pharmacopuncture (N=32). The subcutaneous route of CTK 01512-2 was
tested (n=5/group) at doses of 0.1; 0.2, and 0.4 mg/kg, and compared with 30
mg/kg SC of Duloxetine (positive control). Mechanical sensitivity (Von Frey) and
cold allodynia (acetone) tests were performed before pain induction, three days
later, before treatment, and at 15 and 30 minutes, 1, 2, 3, 4, 5, 6, and 7 hours
after. The neurochemical profile (GABA, dopamine, acetylcholine) of CTK 01512-
2 was evaluated (n=8/group) in brain structures (cortex, striatum, hippocampus,
mesencephalon, amygdala, hypothalamus), 5 hours after treatment with a dose
of 0.2 mg/kg and compared with Duloxetine (30 mg/kg SC). Von Frey and
Acetone tests were conducted before pain induction, three days later, before
treatment, and at 15 and 30 minutes, 1, 2, 3, 4, and hours after. The efficacy of
pharmacopuncture (acupoint E36) of CTK 01512-2 with 1/10 of the dose (0.02
mg/kg) was evaluated (n=8/group) and compared with Duloxetine at 1/10 of the
dose (3 mg/kg) by Von Frey and Acetone tests, performed before pain induction,
three days later, before treatment, and at 15 and 30 minutes, 1, 2, 3, 4, and 5

hours after. In all trials, the experimental groups were compared with the negative



control group (OXA-Saline) and the no-pain control (Saline-Saline). Euthanasia
was carried out by decapitation under prior anesthesia with isoflurane. The
simultaneous quantification of neurotransmitters in the brain was performed using
LC-MS/MS technique.

Results: The dose-response profile for the subcutaneous administration of CTK
05152-2 revealed that the minimum effective dose capable of inhibiting
mechanical and thermal allodynia in the acute neuropathic pain model induced
by OXA was 0.2 mg/kg. The inhibition of mechanical allodynia begins at 30
minutes and remains pronounced for 3 hours, while cold allodynia starts at 15
minutes and is sustained for 5 hours. The neurochemical profile indicates
involvement in the inhibition of afferences of the spinomesencephalic tract and of
intrinsic inhibitory interneurons of the striatum, mediated by Dopamine and
GABA. Furthermore, in the pharmacopuncture analgesia model, 1/10 of the
effective dose of CTK 0512-2 via subcutaneous route was effective in mechanical
and cold allodynia when administered at the E36 acupoint, starting its effect at
15 minutes (mechanical allodynia) or 30 minutes (cold allodynia) and lasting for
5 hours in both.

Conclusion: CTK 01512-2 demonstrated equianalgesic efficacy in comparison
to duloxetine in the model of neuropathic pain induced by oxaliplatin via
subcutaneous route and at the E36 acupoint.

Keywords: CTK 01512-2, neuropathic pain, allodynia, analgesia,

pharmacopuncture.



Lista de abreviaturas

ASCO: American Society of Clinical Oncology

VAB: Veneno de Abelha

Ca?*: Calcio voltagem dependente

Cav2.2: canais de calcio ativados por voltagem tipo N
DP: Dopamina

E36: Estbmago 36

FOLFOX: Acido folinico, 5-fluorouracilo e oxaliplatina
GABA: acido gama- aminobutirico

GRD: génglios da raiz dorsal

IASP: International Association for the Study of Pain
|.p: intraperitoneal

K*: potassio voltagem dependente

Na*: Sodio voltagem dependente

Nay: canais de sodio dependentes de voltagem
NMDA: N-Metil-D-Aspartato

NPIQ: Neuropatia periférica induzida por quimioterapia
NPOXA:neurotoxicidade periférica induzida por oxaliplatina
OCT2: transportadores de cations orgéanicos 2

OXA: Oxaliplatina

PAR2: receptor 2 ativado pela proteinase

S.C: Subcuténeo

SNC: Sistema nervoso central

TRP: Potencial receptor transiente

TRPA1: Potencial receptor transitorio anquirina 1

TRPV1: capsaicina
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APRESENTAGAO DA DISSERTAGAO

O presente estudo esta delineado em uma estrutura composta inicialmente
pela fundamentagao tedrica, seguida dos objetivos ao qual incluem a avaliagao
da atividade analgésica do CTK 01512-2 pela via subcutdnea em um modelo de
dor neuropatica induzida por oxaliplatina em ratos Wistar macho, incluindo curva
dose-efeito, curva tempo-efeito, marcadores neuroquimicos e avaliacdo da
eficacia da técnica de farmacopuntura. Na sequéncia € apresentado o artigo
resultante da curva dose-efeito, submetido ao peridédico Toxycology and Applied
Pharmacology, bem como resultados preliminares dos demais estudos.

Os resultados preliminares sao apresentados em dois estudos separados.
O primeiro estudo abrande a analise do perfil neuroquimico e o segundo a
avaliacdo da eficacia da técnica de farmacopuntura, contendo suas
metodologias e resultados. Logo sao apresentados uma discussao geral e
conclusao.
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1. REFERENCIAL TEORICO

1.1 Dor

A dor é caracterizada como uma experiéncia complexa e subjetiva que
nao esta continuamente relacionada a entrada nociceptiva. A partir de relatos ao
longo dos séculos e por meio da experimentagédo animal e humana fica claro que
o processamento das informagdes nociceptivas e a percepg¢ao da dor estao
sujeitos a modulagbes pro e antinociceptivas significativas. As modulagdes
iniciam de forma reflexiva ou por meio de manipulagdes contextuais de
experiéncia da dor incluindo fatores cognitivos e emocionais. A modulagéo
endogena da dor esta relacionada a uma rede modulatoria descendente da dor,
a qual envolve areas corticais em combinagdo com nucleos subcorticais e do
tronco cerebral especificos '. Guyton e Hall (2006) relatam a dor como um
mecanismo de protecdo que ocorre sempre que os tecidos estdo sendo
danificados, fazendo com que o individuo reaja para remover o estimulo lesivo.
Estimulos mecanicos, térmicos e quimicos podem provocar a dor 2. Segundo a
definicdo da International Association for the Study of Pain (IASP), “a dor € uma
experiéncia sensitiva e emocional desagradavel associada, ou semelhante
aquela associada, a uma lesao tecidual real ou potencial” 3. Segundo a IASP a
dor é considerada uma experiéncia pessoal, influenciada em diferentes graus,
por fatores bioldgicos, psicologicos e sociais. A nocicepgdo e a dor sao
consideradas manifestacbes diferentes, sendo que a dor ndo pode ser
determinada apenas pela atividade dos neurdnios sensitivos. O conceito de dor
se aprende por meio de experiéncias de vida, devendo sempre ser respeitado o
relato de uma pessoa sobre uma experiéncia de dor.

Estudos revelam que a dor é um dos principais motivos de internagdes
hospitalares, os individuos associam a doenga com a dor e a relacionam como
um sinal de que algo estéa errado *. A dor é descrita como o quinto sinal vital pela
Agéncia Americana de Pesquisa e Qualidade em Saude e pela Sociedade
Americana de Dor, devendo ser sempre registada ao mesmo tempo e ambiente
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clinico em que sdo avaliados os outros sinais vitais (temperatura, pulso,

respiracio e pressdo arterial 4.

1.2 Fisiopatologia da dor

A nocicepgao € o componente fisioldgico da dor, a sequéncia de eventos
pelos quais um estimulo é percebido envolve e compreende os processos de
transducao, transmissdo e modulagéo de sinais neurais gerados em resposta a
um estimulo nocivo externo®. A transdugdo ocorre nas terminagoes periféricas
de neurdnios aferentes primarios, onde formas de energia mecanica, térmica ou
quimica sdo convertidas em atividade elétrica. Entretanto a transmissao consiste
na condugdo do estimulo elétrico pelo sistema nervoso e a modulagao
compreende o processo ao qual a atividade neural pode ser modificada durante
a transmissao, ocorrendo principalmente na coluna posterior da medula. O ultimo
processo € a percepgao que ocorre em estruturas supraespinhais relacionadas
no processamento somatossensorial ©.

A via periférica da dor € composta por nervos sensitivos, que possuem
terminagdes nervosas livres especializadas, os nociceptores, localizados na
porcao distal dos neurdnios aferentes sensoriais (neurdnios de primeira ordem),
estes sdo encontrados na pele, musculo, articulagdes, visceras, dura-mater,
além da fascia e adventicia de vasos sanguineos. Dividem-se em
mecanorreceptores, termorreceptores e polimodais, sensiveis a estimulos
mecanicos e quimicos 7. Os receptores especificos para a dor localizam-se nas
terminagdes de fiboras Ad e C, quando ativados permitem que ocorrem
deflagracao de potencial de agao. A estimulagdo dos nociceptores pode ocorrer
devido a um estimulo nocivo térmico, quimico ou mecanico, ao qual promove a
liberacdo local de mediadores quimicos, tais como bradicinina, protons,
histamina, serotonina, metabdlitos do acido araquidénico, ATP, adenosina,
citocinas, aminoacidos excitatérios, 6xido nitrico, substancia P, neurotrofinas,
bombesina, somatostatina, acetilcolina, entre outros 82,

ApOs a ativagao dos nociceptores, o estimulo é transmitido até o sistema
nervoso central (SNC) pela via aferente primaria, que pode ser por meio das
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fibras mielinicas Ad, em funcdo da presenca da bainha de mielina transmite o
estimulo doloroso de forma rapida, enquanto as fibras C amielinicas sao
responsaveis pela transmissdo lenta da dor 8°. As fibras Ad sdo caracterizadas
por conduzir a primeira dor de forma rapida, aguda e pontual, enquanto as fibras
C transmitem a segunda dor, de forma lenta, difusa e fraca '°.

Os corpos neuronais dos nervos sensitivos (neurdnios de primeira ordem)
localizam-se fora da medula, mas préximo a ela, nos ganglios espinhais. Eles
transmitem a informagéo nociceptiva aos neurdnios do corno dorsal da medula
espinhal. Nos corpos neuronais s&o produzidos os principais neurotransmissores
substancia P e o glutamato, responsaveis pela transmiss&o do impulso nervoso
das fibras aferentes primarias para os neurénios do corno dorsal da medula °.
Além de contribuirem para a neurotransmisséo, sédo levados a periferia, no local
do estimulo doloroso, induzindo vasodilatagdo, extravasamento de plasma,
recrutamento de macrofagos, degranulagdo de mastocitos entre outros
processos que levam a inflamagdo neurogénica °. Este processo também
depende dos canais de calcio e sodio, sendo os principais reguladores da
liberagdo dos neurotransmissores 8. As fibras aferentes nociceptivas terminam
no corno dorsal da medula, este pode ser dividido em seis |laminas de acordo
com as caracteristicas dos neurdnios de forma que as fibras tipo C terminam em
laminas superficiais (I e 1) enquanto as fibras Ad terminam nas laminas I, lll e V
58 Apos a interagdo dos neurdnios aferentes primarios no corno dorsal, os
axbnios de neurbnios de segunda ordem formam os tratos aferentes,
transmitindo os impulsos nociceptivos para estruturas do tronco cerebral e
diencéfalo, além do talamo, substancia cinzenta periaquedutal, formacao
reticular da medula, complexo amigdaloide, hipotalamo, e outros 72", A
informacédo sobre o dano tecidual é transmitida para os centros superiores
através das vias de projecdo da dor ou trato antero lateral da coluna. As
principais vias de condugé&o da dor ao SNC sao o trato espinotalamico, trato
espinorreticular e o trato espinomesencefalico 8. Muitos neurotransmissores e
moduladores envolvidos na transmissao do sinal nociceptivo da medula para os
centros superiores estdo sendo descobertos. Sugere-se que o glutamato e
outros aminoacidos excitatorios estejam envolvidos na transmissdo da
informacéo nociceptiva do trato espinotalamico para o talamo e do talamo para
o trato espinomesencefalico para a substancia cinzenta periaquedutal. A partir
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do talamo, neurdnios de terceira ordem transmitem os impulsos para o cortex
cerebral, resultando em consciéncia da dor &.

Estudos sugerem que a ativagao do sistema neural descendente decorre
da liberacdo de neurotransmissores como encefalinas e beta-endorfinas,
atuando em receptores opioides dentro e ao redor da substancia cinzenta
periaquedutal. Os neurbnios presentes nesta regido emitem proje¢cdes para a
formagao do nucleo magno da rafe e o locus ceruleus, fontes de serotonina e
noradrenalina no cérebro ''. As fibras descendentes do nucleo magno da rafe e
do locus ceruleus, se conectam com a substancia cinzenta periaquedutal e com
a medula rostral ventromedial, emitindo fibras que chegam a coluna posterior da
medula, onde ocorrem sinapses com o0 neurdnio primario, secundario e
interneurdnios &', A substancia cinzenta periaquedutal esta relacionada a
inibicdo de estimulos nociceptivos mediada por opioides. Esta regido recebe a
entrada de locais corticais e tem conexdo com a amigdala, e entradas
nociceptivas ascendentes dos cornos dorsais espinhais por meio dos nucleos
parabraquiais ''. Estudos demonstram que o efeito analgésico dos opioides se
deve a capacidade de inibir de forma direta, a transmissdo ascendente das
informagdes nociceptivas do corno dorsal da medula espinhal e ativar os
percursos de controle da dor que descem do mesencéfalo pelo bulbo
ventromedial rostral e conectam ao corno dorsal da medula espinhal. Os
peptideos opioides e seus receptores estdo localizados em todo o percurso
descendente da dor 8. Os receptores opioides s&o importantes para a modulagéo
da dor e antinocicepg¢ao e no corno dorsal da medula espinhal os receptores se
expressam nas laminas | e Il, com a proporgao de mu (u), kappa (k) e delta ()
de 70, 20 e 10% respectivamente e se localizam nas fibras aferentes pré-
sinapticas e neurdnios pds-sinapticos '2. Os principais ligantes enddgenos séo
as encefalinas, que possui afinidade por receptores delta, a dinorfina, seletiva
para receptores kappa e a endorfina com alta afinidade para os receptores delta
e mu e baixa para o do tipo kappa 8.

A acado modulatéria da norepinefrina tem sido mais estudada na medula espinhal
do que em outros locais. A fonte de norepinefrina espinal é descendente de axdnios
originados no nucleo noradrenérgico do tronco cerebral. As proje¢cées noradrenérgicas
descendentes para os cornos dorsais espinhais originam-se dos nucleos

noradrenérgicos A5, A6 (locus coeruleus) e A7 Kolliker-FUse se comunicando com
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as regides da substancia cinzenta periaquedutal e medula rostral ventromedial
1311 A ativagdo da via pode suprimir os sinais nociceptivos ascendentes da
medula espinhal para o cérebro devido ao bloqueio mediado por a2-
adrenoreceptores '* nos terminais centrais dos nociceptores aferentes primarios
(inibicao pré-sinaptica), por acao alfa-2-adrenérgica direta nos neurdnios
transmissores da dor (inibicdo pos-sinaptica) e por ativacdo mediada por a1-
adrenoceptor de interneurdnios inibitorios 3.

Os receptores serotoninérgicos sao metabotropicos do tipo 5-HT, sendo
seu principal ligante a serotonina (5- hidroxitriptamina - 5-HT), presente
principalmente no ndcleo magno da rafe &', Possui papel importante na
integragdo da nocicepgao e informagdes afetivas por meio da projecao
descendente para a medula espinhal e ascendente para o cortex cerebral °.
Estudos indicam que projecdes descendentes da medula rostroventromedial
provocam a liberacédo de serotonina nos cornos dorsais da coluna vertebral por
meio de terminais de proje¢cdes diretas ou de interneurdnios espinhais. A 5-
hidroxitriptamina, pode ser pré nociceptiva ou antinociceptiva, dependendo do
subtipo do receptor 5-HT ativado. Assim, a ativacdo de receptores 5-HT 1A, 5-
HT 1B, 5-HT 1D e 5-HT7 volta-se a ser antinociceptivo, enquanto receptores 5-
HT 2A e 5-HT tem de a promover nocicepgao '3, Os nucleos serotoninérgicos
dorsais da rafe, sob influéncia de vias encefalinérgicas, modulam a atividade do
nucleo accumbens, amigdala e habénula 8. Devido a essa agdo bidirecional do
5-TH, drogas serotoninérgicas puras, como os inibidores de recaptagao de 5-TH,
aumentam apenas os niveis de 5-TH, e tem baixa eficacia no tratamento da dor
crbnica, entretanto, os inibidores de recaptacdo 5-TH/noradrenalina, como
duloxetina e a venlafaxina, tem se mostrado eficazes para o tratamento da dor
neuropatica .

Evidéncias mostram que receptores vaniloides distribuidos em neurdnios
aferentes primarios, ganglios da raiz dorsal (GRD) e em todo o cérebro,
estimulados por endocanabindides ou pela capsaicina na substancia cinzenta
periaquedutal ventral, induzem analgesia. Este efeito se deve ao aumento da
liberagc&o de glutamato e ativagc&o de células da medula ventromedial rostral. Os
receptores vanildides sdo canais de cations ndo seletivos, ativados por
temperaturas acima de 43 °C, pH baixo, lipidios enddégenos (anandamida e
produtos de lipoxigenases) 8.
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1.3 Tipos clinicos de dor

A dor pode ser classificada de acordo com sua fisiopatologia, duragao,
localizagéo, etiologia e dependéncia do sistema nervoso simpatico e regiao
afetada '®.

Em relagdo a sua fisiopatologia a dor pode ser de origem nociceptiva,
neuropatica e psicogénica. A dor nociceptiva pode ser de causa somatica ou
visceral e a neuropatica de origem central ou periférica. Em relagdo a duracéo
pode ser classificada como aguda, subaguda duravel ou crénica. Quanto a sua
localizagdo depende a avaliagdo a que o paciente € sujeito, pode ser uma dor
lombar, cefalica, cervical, abdominal, pélvica, membros entre outras. A dor pode
ser dependente ou ndo do sistema nervoso simpatico e pode surgir por meio de

varias etiologias 8.

1.4 Classificagao da dor quanto a duragao

1.4.1 Dor aguda

As dores agudas s&o consideradas de carater fisiolégico, um sinal de
alerta que tem uma duracgao limitada, cessando com a resolugdo do processo
noxico 7. A dor aguda se inicia por meio de uma lesdo ou injuria e com isso
substancias pro inflamatorias séo sintetizadas no local e liberadas estimulando
terminagdes nervosas (nociceptores) de fibras mielinizadas finas e amielinicas.
Normalmente ocorre remissdo, porém quando se tem ativacdo de varias vias
neuronais de modo prolongado a dor aguda pode se modificar e evoluir para
uma dor crénica '8. Apresenta-se como uma dor pontual, resultante de traumas
ou associadas a patologias. Pessoas que manifestam este tipo de dor podem
apresentar espasmos, sudorese, hipertenséo arterial e taquicardia 2°.
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1.4.2 Dor crbnica

A dor crénica possui um impacto significativo na vida das pessoas, sendo
um problema comum, complexo e angustiante 2°. Diferente das dores agudas, a
dor crbnica € mais que um sintoma, € a doenga que persiste, que nao
desaparece apds o processo de cura da lesao ou esta relacionada a processos
patoldgicos cronicos, com um tempo igual ou superior a trés meses de vigéncia
de dor 812" oy que ultrapasse o periodo usual de recuperagéo esperado para
a causa desencadeante 922, A dor cronica primaria é definida como uma dor
que ocorre em uma ou mais regides e que persiste ou é recorrente por mais de
trés meses, estando associada ao sofrimento emocional, incapacidade funcional
e os sintomas ndo sdo explicados por outro diagnostico 2'. A dor cronica
influencia negativamente o cotidiano das pessoas, por isSso merece uma atengao

maior por parte dos profissionais da saude 2.

1.5 Classificagao da dor quanto a fisiopatologia

1.5.1 Dor psicogénica

A dor psicogénica é o tipo de dor que surge na auséncia de qualquer
alteragao organica ou que permanece apos a resolugao de um processo lesivo
23, Geralmente esta dor resulta de uma disfungdo neuropsiquica associada ou
nao a uma psicopatologia como depressao, transtornos de personalidade e
ansiedade. A dor psicogénica pode surgir associada a dor nociceptiva e
neuropatica podendo alterar sua apresentagdo e evolugao clinica 8.

1.5.2 Dor nociceptiva

A dor nociceptiva representa uma resposta dolorosa normal e esperada a
uma agressao qualquer, por meio da ativagdo fisiolégica de receptores
nociceptivos 23. Os sistemas de nocicepgdo mais importantes sdo os mediados

por receptores NMDA (N-Metil-D-Aspartato) e opioides, distribuidos no sistema
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nervoso central. As dores nociceptivas resultam da excitacdo das vias
nociceptivas, onde nociceptores por meio das terminagdes nervosas realizam a
decodificacdo de sensacbes mecanicas, térmicas e quimicas em impulsos
elétricos. Os nociceptores sdo terminagdes nervosas livres de neurbnios de
primeira ordem, com a funcdo de preservar a homeostasia tecidual indicando
uma injuria potencial ou real >'%. A dor nociceptiva de causa somatica é intensa
de facil localizagdo. S&o dores relacionadas aos musculos, 0ssos, pele e
articulagdes 2425. A dor visceral é a dor de caracter vago, profunda, persistente
e de dificil localizagao frequentemente relacionada a um ponto cutéaneo °.

1.5.3 Dor neuropatica

De acordo com a IASP, a dor neuropatica € definida como a dor causada
por uma lesdo ou doenga do sistema nervoso somatossensorial (periférico e/ou
central) e compreende uma perda de fungdo sensorial ou dos sentidos, bem
como aumento da sensibilidade a dor espontanea 2627, Estudos estimam que a
prevaléncia de dor neuropatica seja de 6,9 a 10%. Sua fisiopatologia ainda nao
esta claramente elucidada, o que contribui para subavaliagdo e subtratamento
2829 Seu inicio é caracterizado por hiperalgesia, dor espontanea, parestesia,
alodinia mecéanica e por frio 5. A dor neuropatica pode ser classificada
conforme a lesdo ou doenga subjacente 26 ou de acordo com o fenétipo clinico
30, Geralmente, é considerada dor crbnica, uma vez que persiste de forma
continua ou se manifesta com episédios dolorosos recorrentes, ndo sendo
limitada pelo processo de cura natural ou com o tratamento da doenga de base
26,29_

A dor neuropatica pode resultar de diversas etiologias que afetam o
sistema nervoso periférico ou central, como uma doenga metabdlica, disturbio
neurodegenerativo, vascular ou autoimune, trauma, tumor, infegdo, exposi¢ao a
toxinas ou doencgas hereditarias. A dor crbnica também pode ocorrer em
condigbes neuroldgicas como as neuropatias idiopaticas 26.0 mecanismo de
acao da hipersensibilidade a dor e a dor espontanea neuropatica € complexa e
sua relagdo com a patologia da doenca ainda € incerta. Estudos

neurofisiolégicos revelam aumento da atividade nas fibras nervosas
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somatossensoriais ou alteragdes no controle endégeno da dor. A falta de testes
nao invasivos adequados geralmente impede uma avaliagcdo detalhada dos
mecanismos ativos da dor nos pacientes. Sendo que o conhecimento atual dos
mecanismos da dor neuropatica € baseado em modelos animais 25.
Impulsionada pela genética humana, a pesquisa pré-clinica esta focada em
entender como o sistema nervoso atua durante a dor neuropatica, possibilitando

identificar novos alvos terapéuticos e validar novos farmacos 5.

1.6 Neuropatia Periférica Dolorosa Induzida por Quimioterapia

O cancer € uma das principais causas de mortalidade em todo o mundo.
No entanto, devido aos avangos da medicina e da tecnologia moderna, é
possivel detectar o cancer em estagio inicial e ter acesso a tratamentos mais
eficazes, incluindo agentes quimioterapicos, aumentando o numero de
sobreviventes ao cancer. Porém, muitos dos sobreviventes apresentam
resultados ruins, devido a uma série de sindromes que reduzem sua
qualidade de vida ?', incluindo a dor um dos sintomas mais temidos, uma vez
que podem experimentar por um longo periodo apos o término do tratamento.
Sabe-se que a qualidade das evidéncias atualmente disponiveis sobre a
eficacia dos analgésicos adjuvantes no tratamento da dor oncoldgica € baixa
32_

Os agentes anticancerigenos possuem varios alvos e mecanismos de
acao destinados a eliminar as células tumorais que se dividem rapidamente,
estes farmacos além de atuar sobre as células cancerigenas afetam células e
estruturas normais do corpo, provocando uma série de efeitos colaterais, o
que pode levar a uma redugao gradual dos regimes de quimioterapia ou sua
interrupgdo, limitando a eficacia do tratamento 3'. Receber um regime
quimioterapico completo € um fator critico para determinar a sobrevivéncia de
pacientes com cancer 3.

Agentes quimioterapicos podem promover dano ao sistema nervoso,
levando a neuropatias de fibras grandes e pequenas, sensoriais e/ou motores,

desmielinizantes e axonais, cranianas e autonémicas. O efeito provocado



pelos agentes anticancerigenos no sistema nervoso vai depender de suas
propriedades fisicas e quimicas especificas e se sdo doses unicas ou
cumulativas 3'. A neuropatia periférica induzida por quimioterapia (NPIQ) é um
efeito colateral e incapacitante decorrente do tratamento de tumores com
agentes anticancerigenos ?’. Existem 6 grupos principais de substancias que
causam danos aos neurdnios periféricos sensoriais, centrais e autonémicos e
resultam no desenvolvimento da NPIQ, sdo eles a base de platina (cisplatina
e oxaliplatina), vincristina, taxanos (paclitaxel e docetaxel), epotilonas
(ixabepilona), inibidores de proteases (bortezomib), e farmacos
imunomoduladores (talidomida) 3'33. Dentre eles os mais neurotoxicos sdo a
base de platina, taxanos ixabepilona e talidomida 3. A toxicidade pode ocorrer
com uma dose unica alta ou apdos exposi¢ao cumulativa. Os sintomas de NPIQ
podem diminuir apds o término da terapia ou dependendo da substancia
administrada (exemplo, a base de platina), pode ocorrer uma progressao ou
novos sintomas por varios meses apos a terapia e os sintomas podem
permanecer por anos ou toda a vida ?’.

Clinicamente, a NPIQ, manifesta-se por déficits nas fungdes sensoriais,
motora e/ou autondmica, de intensidade variavel. As alteracdes sensoriais se
desenvolvem primeiro geralmente, envolvendo os pés e as méos, neuropatia
tipica tipo "luva e meia". Os sintomas apresentados s&o dorméncia,
formigamento, sensagao ao toque alterada, parestesia e disestesias induzidas
pelo toque e temperaturas quentes ou frias. Além disso, pode ocorrer
sensacoes dolorosas, bem como queimacao espontanea, pontadas ou dor do
tipo choque elétrico, alodinia mecénica ou térmica ou hiperalgesia. A perda da
percepgao sensorial pode ocorrer em casos graves. Com menos frequéncia
ocorrem os sintomas motores, como fraqueza distal, disturbios da marcha,
equilibrio e movimentos prejudicados 273",

Embora a patogénese exata ainda ndo seja totalmente compreendida, o
mecanismo ao qual as drogas quimioterapicas exercem efeitos neurotoxicos
danificando as estruturas do sistema nervoso e causando NPIQ & multifatorial,
envolvendo ruptura de microtubulos, estresse oxidativo e dano mitocondrial,
alteracdo de canais idnicos, dano a bainha de mielina, dano ao DNA,

neuroinflamagdo e processos imunoldgicos 2731
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1.7 Neuropatia Periférica Dolorosa Induzida por Oxaliplatina

Os canceres do trato gastrointestinal estdo entre os cinco tipos de cancer
mais comuns em todo o mundo 34. A oxaliplatina (OXA) é um agente
antineoplasico amplamente utilizado para o tratamento destes canceres,
incluindo céncer colorretal, gastrico e pancreatico, tanto no cenario adjuvante
quanto no metastatico 3%.Existem varios p rotocolos clinicos que envolvem a
oxaliplatina, dentre eles, o esquema FOLFOX (acido folinico, 5-fluorouracilo e
oxaliplatina) que consiste em 12 ciclos o qual é estabelecido como padréo de
terapia de primeira escolha para o cancer colorretal 3336, Estudos pré-clinicos
recentes mostram que a captagdo mediada por transportadores de
oxaliplatina nos neurdnios dos géanglios da raiz dorsal pode desencadear
alteragdes fisiopatologicas em neurdnios sensoriais, promovendo neuropatia
periférica induzida por quimioterapia 3. A oxaliplatina possui uma
caracteristica unica a qual é transformada rapidamente em varios
metabdlitos, como metabolitos de platina, oxalato, monocloro, dicloro e
diaquodiaminociclohexano. Acredita-se que o oxalato esteja envolvido na
hipersensibilidade induzida pelo frio, entretanto mecanismos adicionais
incluindo ligagdo de complexos de platina a proteinas celulares, também
podem estar envolvidos 33. Embora ainda ndo seja claramente compreendido
0 mecanismo de acado da neuropatia periférica induzida por oxaliplatina,
propostas sugerem por meio de estudos que pode estar relacionada ao
funcionamento inadequado dos canais de sédio dependentes de voltagem e
transportes de cations organicos, alteragbes neuroimunes, disfungéo
mitocondrial levando ao estresse oxidativo, degeneragdo axonal e
comprometimento do sistema descendente de inibigdo da dor 338 Em
particular, varios estudos sugerem o potencial receptor transitorio anquirina 1
(TRPA1) relacionado a sintomatologia dolorosa observada em varios modelos
animais de NPIQ, incluindo a oxaliplatina 38. Ativagao de cascata inflamatéria,
a super regulagado de citocinas proé-inflamatérias e a comunicagdo neuro-
imune desempenham papéis essenciais no inicio e na progressao da dor por
quimioterapicos, mais notavelmente, TNF-a, IL-1B, IL-6 e CCL2 *°. Dos Santos
et al., (2021) mostra o envolvimento de fatores antioxidantes em modelo de
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neurotoxicidade periférica induzida por oxaliplatina (NPOXA), onde houve
aumento da expressdo génica dos fatores antioxidantes SOD e Nrf-2 40, Ja
Recalde et al. (2020) investigando efeitos do resveratrol contra NPOXA
mostra efeito do estresse oxidativo, marcadores antioxidantes, pro-
inflamatdrios e de lesao/ativagado neuronal avaliados no nervo ciatico, GRD e
medula espinhal 4.

O oxalato € um quelante de calcio, e a dor induzida pelo oxalato é uma
consequéncia da quelacdo de ions de calcio extracelulares, promovendo
aumento na condutdncia de sodio, despolarizacdo neuronal e
hiperexcitabilidade 33.

A neurotoxicidade periférica induzida por oxaliplatina € a principal causa
para a redugdo da dose, bem como a descontinuagdo da quimioterapia 2. A
forma aguda e transitéria ocorre em quase 85 a 90% dos pacientes horas apods
a infusdo e dura dias (geralmente 7 dias), sendo recorrente nas infusdes
subsequentes *3, podendo persistir por dias a meses e ter sua intensidade e
duragdo aumentadas com a sequéncia dos ciclos de tratamento levando ao
desenvolvimento de uma forma crénica da neuropatia periférica induzida por
oxaliplatina 33- O mecanismo mais importante relacionado a neuropatia aguda
se deve ao comprometimento transitorio de canais de sodio (Na*), potassio
(K*) e célcio (Ca?*) dependentes de voltagem, canais de potencial receptor
transiente (TRP), transportadores de cations orgénicos 2 (OCT2) , células
gliais 4 e da hiperexcitabilidade de neurbnios sensoriais do ganglio da raiz
dorsal resultante da ativagdo de canais de sodio dependentes de voltagem
(Nay) 33. A forma aguda é caracterizada principalmente por anormalidades
sensoriais relacionadas a estimulos frios, promovendo disestesia e parestesia
das méaos e pés, podem estar presente sintomas motores como espasmos,
fasciculagbes e contragbes musculares prolongadas %743, Ja a neuropatia
periférica crénica € dose cumulativa, com intensidade progressivamente
crescente ao longo do tratamento 45, com uma incidéncia de 42,1% a 69%
apo6s 4 a 6 ciclos de quimioterapia. Os principais mecanismos envolvidos para
o desenvolvimento da forma cronica sdao danos ao DNA nuclear, dano
mitocondrial, estresse oxidativo, ativagdo da glia e neuroinflamagao 4.
Clinicamente, os sintomas sdo semelhantes aos da forma aguda e incluem

parestesia simétrica bilateral, disestesia e dor em ambos os pés e/ou
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extremidades das maos “3 e hipoestesia. A propriocepgao pode ser afetada,
prejudicando as atividades diarias que requerem uso da coordenagéo motora
fina 33. O mecanismo de agdo relacionado a perda sensorial distal de forma
permanente esta associada a morte de neurbnios sensoriais, ou seja, a
necrose das células nervosas como consequéncia da ligacdo da oxaliplatina
ao DNA mitocondrial 4.

Com base nisso, sabe-se que a dor neuropatica persistente esta
associada a sofrimento psicologico, depressdo e qualidade de vida
prejudicada 4’. Embora uma variedade de abordagens tenha sido investigada
em estudos experimentais e ensaios clinicos, ndo ha estratégia preventiva
disponivel ou tratamento eficaz porque sua etiologia ndo foi totalmente
elucidada .

1.8 Modelo de Dor Neuropatica Periférica Induzida por Oxaliplatina em
ratos machos Wistar

A neuropatia aguda e transitéria com dor neuropatica € demonstrada pela
hiperalgesia ao frio (aumento da resposta nociceptiva a um evento doloroso)
e alodinia mecanica (resposta nociceptiva a um evento ndo doloroso) em
modelos roedores “8. Diferentes protocolos sdo usados para induzir a dor
neuropatica por oxaliplatina. Al Moundhri et al., (2013) induziu neurotoxicidade
em ratos Wistar injetando oxaliplatina 4 mg/kg pela via intraperitoneal (i.p)
duas vezes por semana por um periodo de 4,5 semanas para avaliar o efeito
da curcumina na neurotoxicidade induzida pela oxaliplatina °. Ding et al.,
(2020), para avaliar o efeito da decocgdo Dangui Sini na protegédo contra a
neuropatia periférica induzida pela oxaliplatina, usou o modelo animal ratos
Wistar, administrando 4 mg/kg de oxaliplatina i.p, duas vezes por semana, por
um periodo de 4 semanas °.

Tian et al., (2015) em seu estudo para avaliar o papel do receptor 2 ativado
pela proteinase (PARZ2) na regulagdo da dor neuropatica induzida por
oxaliplatina pela via TRPA1 induziu neurotoxicidade aguda em ratos Wistar
com uma Unica injecdo i.p de oxaliplatina (6 mg/kg) %'. Sendo a alodinia
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mecanica e hipersensibilidade ao frio desenvolvidas em 3 dias apos a injegao.
Kim et al., (2016) induziu neurotoxicidade aguda em ratos Sprague- Dawley
com uma unica injecdo de oxaliplatina 6 mg/kg i.p para avaliar os efeitos
supressores do Cinnamoni Cortex e seu fitocomponente cumarina, e
observou comportamento alodinico significativo em 3 dias apos a indugéo
permanecendo por até 7 dias 2.

1.9 Abordagens Terapéuticas Disponiveis para o Tratamento de Dores
Neuropaticas

O tratamento da dor neuropatica € um desafio, e as abordagens
farmacoldgicas e ndo farmacolégicas séo as opgdes de tratamento disponiveis
53, A terapia farmacologica de primeira linha envolve o uso de antidepressivos
triciclicos como a amitriptilina, inibidores da recaptacao serotonina-norepinefrina
(duloxetina e venlafaxina) e gabapentinoides (gabapentina e pregabalina). Os
farmacos de segunda linha compreendem o uso de analgésicos opioides fracos
(tramadol e tapentadol). Agentes topicos como emplasto de lidocaina e adesivo
de capsaicina sdo recomendados exclusivamente como tratamento de segunda
linha para dor neuropatica periférica. Como terapia de terceira linha opioides
fortes (morfina e oxicodona) sdo recomendados para dor neuropatica periférica
e central. O complexo de toxina botulinica tipo A-hemaglutinina é recomendado
para dor neuropatica periférica 2.

As opcdes ndo farmacoldgicas para a dor neuropatica refrataria as
terapias medicamentosas incluem as terapias intervencionistas como o bloqueio
do nervo periférico, injegcdo epidural de esteroides, tratamento do nervo
simpatico/ganglio, administrac&o intratecal de medicamentos, neuroestimulagéo
periférica e central. As terapias fisicas também sao indicadas e compreendem
as massagens, ultrassom, estimulag&o elétrica nervosa transcutanea, laser e
exercicios. Dentre as terapias psicoldgicas se recomenda a terapia cognitivo-

comportamental, psicoterapia e terapias psicoldgicas %3 .
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1.9.1 Duloxetina

A duloxetina € um inibidor da recaptacdo serotonina-norepinefrina que vem
sendo usado em pacientes com NPIQ devido a sua eficacia no tratamento da
dor ?’, e o Unico agente recomendado pela American Society of Clinical Oncology
(ASCQO) para o tratamento da NPIQ %*. Estudos mostram que a duloxetina é
mais eficaz que a venlafaxina na redugdo da neuropatia motora geral e dos
escores de dor neuropatica apds quatro semanas em pacientes que apresentam
NPIQ %*. Entretanto, a duloxetina ndo proporciona atenuagdo completa dos
sintomas e ndo se tem evidéncias em relacdo a prevencdo de efeitos
neurolégicos secundarios °°. Os principais efeitos colaterais da duloxetina
incluem nausea leve, perda do apetite, prisdo de ventre, insdnia ou sonoléncia e
efeitos colaterais sexuais. Além do mais pode ocorrer elevacgdes transitérias das
enzimas hepaticas, aumento do colesterol sérico, ndo devendo ser administrado

em pacientes com depuragao da creatinina inferior a 30 ml/min 54.

1.9.2 CTK 01512-2: Analgésico Promissor

A aranha Phoneutria nigriventer € conhecida popularmente por aranha-
armadeira e pode-se encontra-la em todo o territério nacional, sendo
considerada a mais perigosa do Brasil . A toxina PhTx3-6 do veneno de P.
nigriventer, patenteada como Pha1(, tem sua forma recombinante CTK 01512-
2 via expressao de Escherichia coli sintetizada pela Giotto Biotech® e o peso
molecular do peptideo (Mw) é de 6045 kDa e a sequéncia dos 55 aminoacidos &
ACIPRGEICTDDCECCGCDNQCYCPPGSSLGIFKCSCAHANKYFCNRKKEKC
KKA 57, A forma recombinante CTK 01512-2 vem demonstrando bloqueio de
canais de célcio ativados por voltagem tipo N (Cav2.2) afetando o influxo de Ca?*
intracelular e liberagdo de glutamato °8. Por este motivo, as pesquisas sdo
voltadas a atividade analgésica/antinociceptiva do peptideo 5°.

Existem outros peptideos que agem inibindo os canais Cav2.2 em
nociceptores periféricos como as w-conotoxinas (GVIA do Conus geographus e
MVIIA sintética do Conus magus), que administradas via intraplantar em modelo
animal de dor induzida por oxaliplatina (OXA), foram eficazes no alivio da dor
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mecanica ®°. Os resultados indicaram uma agdo analgésica de inicio rapido,
ocorrendo em menos de 10min apds a administragao, porém com uma duragao
de acdo relativamente curta, de aproximadamente 60min, na dose de 6
pmol/pata®®.

Além da eficacia analgésica, dados sobre a seguranca de seu uso sao
fundamentais. Em um estudo de toxicidade aguda com ratos, a dose
farmacolégica da toxina nativa e CTK 01512-2 intratecal ndo demonstrou
alteragdes na locomogao, sedagéo ou significante diferengas na massa relativa
dos 6rgaos dos animais (post mortem) quando comparada com MVIIA. Portanto,
apresentaram um bom perfil de seguranga com sinais clinicos de toxicidade
transitéria em doses superiores as utilizadas para obter o efeito analgésico °°.
Com relacéo a atividade antinociceptiva, CTK 01512-2 e a forma nativa da toxina
produzem efeito prolongado de prevencédo e redugdo da nocicepgdo sem
provocar efeitos adversos em roedores. Isto foi verificado em modelo de dor
inflamatoria aguda induzida por incisdo na pata de camundongos; modelo de dor
quimica aguda e persistente pela injecdo de formalina na pata de ratos; modelo
de dor inflamatdria cronica induzida por administragéo intraplantar de adjuvante
completo de Freund; além de modelos de dor neuropatica por ligagdo ou
constrigao parcial do nervo ciatico 626157, A agéo antinociceptiva de CTK 01512-
2 intratecal em modelo de dor por desaferentagao nervosa do plexo braquial em
ratos % ou diferentes modelos de dor orofacial %, junto com a diminuigdo do
estresse oxidativo em medula espinhal, também foi verificada. Com isto, sugere-
se acao de CTK 01512-2 pela reducao de peroxidacao lipidica, uma vez que se
demonstrou o0 mesmo efeito nos animais submetidos a trauma medular e ao
tratamento com toxina 5.

Foi demonstrado que uma unica injecdo intratecal (i.t.) de Pha1 (30 ou
100 pmoles/sitio) e a infusdo continua (60 pmoles/uL/h durante 7 dias) foram
capazes de reverter a nocicepgdo induzida pela lesdo do nervo ciatico ¢, ou
neuropatia diabética ®”. Estudos também demonstraram que Pha1B e CTK
01512-2 foram capazes de reverter os efeitos adversos causados pela morfina e
potencializar a analgesia, podendo ser considerada como potencial uso
adjuvante na terapia com opioides®%8. Além disso a toxina promove analgesia
em dor por melanoma %% e neste modelo Ferreira et al., (2021) mostrou seu

sinergismo com metadona 7".
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Em seu trabalho Rigo et al. (2020), confirmou os efeitos antinociceptivos
de CTK 01512-2, por via intravenosa em modelos de dor cronica em
camundongos, e Mendes et al. (2021) em modelo de fibromialgia 7>72. Neste
sentido, Silva et al. (2018) avaliou o efeito da forma recombinante em modelo
de esclerose multipla, onde o tratamento por via intratecal e intravenosa reduziu
os sinais e sintomas evocados pelo modelo, concluindo que os tratamentos
aumentam a resposta neuro anti-inflamatoria 7*. Da mesma forma, o peptideo
protegeu contra excitotoxicidade induzida por acido 3- nitropropidnico, em
modelo quimico de doenga de Huntington prevenindo desenvolvimento de
alteragdes motoras e cognitivas ’°.

O receptor de potencial transitorio de anquirina 1 (TRPA1) é um sensor
para compostos oxidantes, como o peroxido de hidrogénio (H202), sendo
encontrado em fibras sensoriais peptidérgicas. Esta relacionado ao
desenvolvimento de dor inflamatodria, atuando como um sensor ao frio nocivo,
necessario ao desenvolvimento da hiperalgesia térmica. Tanto Pha1p quanto
CTK 01512-2 inibem seletivamente os Cav2.2 e agonizam TRPA1, mas nao
afetam os canais de calcio regulados por agonistas seletivos de TRPV1
(capsaicina) 8. Portanto, demonstram agdo potencializada se combinado com
antagonista TRPV1 para o tratamento da dor 7. Em modelo de dor por cistite
hemorragica induzida pelo quimioterapico ciclofosfamida em camundongos
verificou-se que ha diminui¢ao do estresse oxidativo e producio de citocinas proé-
inflamatodrias na bexiga. Além disso, a ciclofosfamida produziu um aumento
evidente na expressdo do RNAm de TRPV1 e TRPA1 na bexiga, o qual foi
revertido pela toxina "8. Rigo et al. (2020; 2013) também mostraram eficacia da
toxina intravenosa frente a dor neuropatica induzida pelo quimioterapico
paclitaxel 7279,

Sabe-se que a ablagdo farmacoldgica ou genética de respostas de
TRPA1 reduz a NPOXA em modelos de camundongo. O tratamento com
concentracdes de OXA semelhantes as encontradas no plasma de pacientes
tratados leva a uma acidificacdo do citosol de neurbnios dos ganglios da raiz
dorsal de camundongo em cultura e este por sua vez é responsavel pela

sensibilizacdo dos canais TRPA1 80.79,
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1.10 Acupuntura

A acupuntura é uma modalidade médica fundamentada na Medicina
Tradicional Chinesa, amplamente utilizada ha mais de 2.000 anos na China para
o tratamento e prevencao de doengas 8'. A acupuntura visa a cura e prevencgdo
das doengas por meio da insergdo de agulhas em pontos especificos,
denominados acupontos, localizados em 12 canais de energia chamados de
meridianos. Os meridianos conectam a superficie do corpo com os 6rgéaos
internos, e estes canais tém a fungao de transportar a energia por todo o corpo,
visando o equilibrio energético do organismo 8. Constitui-se em um modo de
acessar o sistema nervoso central por meio de estimulos neurais periféricos, a
fim de regularizar as fungbes cerebrais, neurais, imunolégicas, hormonais e
viscerais, restabelecendo o controle das fungbes enddcrinas, organicas,
induzindo analgesia e a ativagdo dos processos regenerativos 828, A
estimulacdo do sistema nervoso periférico produz resultados terapéuticos por
meio da resposta fisioldgica definida como neuromodulagéo periférica, que se
refere a inibigédo e a excitagéo de estruturas neurais 8.

A acupuntura atua sobre o controle da dor por meio da ativagao de vias
opioides e ndo opioides 885 A modulagdo nas vias motoras e sensoriais
induzidas pela aplicagdo das agulhas alteram o limiar nociceptivo, tonus
muscular e atividade autondmica regional, além de respostas sistémicas por
meio da ativagdo de mecanismos homeostaticos centrais 8. A estimulagdo
promovida por esta técnica ativa o sistema modulador da dor pela
superestimulagao das terminagdes nervosas de fibras mielinicas A-delta, que
conduzem o estimulo aos centros medulares, encefalicos e eixo hipotalamo-
hipofisario. Na medula espinhal, os estimulos nociceptivos se dao pela inibigdo
pré-sinaptica, devido a liberacdo de encefalinas e dinorfinas. No mesencéfalo,
as encefalinas e a ativacao do sistema inibitério descendente da dor resultam na
liberagao de serotonina e norepinefrina nos sistemas descendentes 8. Conforme
Santos e Martelete (2004), a acédo sobre o HHA - eixo hipotalamo-hipofisario
adrenal estimula a liberacdo de B-endorfinas na corrente sanguinea e liquor,
promovendo a analgesia sistémica 8. A liberagdo de horménio

adrenocorticotrofico ocorre de forma paralela a liberacdo de (3-endorfinas e induz
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o cortex adrenal a liberar cortisol, explicando a sua ag¢ao anti-inflamatéria. Ha
varias técnicas para estimular um ponto de acupuntura, a acupuntura com
agulha seca, aquapuntura, farmacopuntura, eletroacupuntura, acupressao,

moxabustdo 9081,

1.10.1 Farmacopuntura

A farmacopuntura é um dos métodos que combina a acupuntura com
injecdo de pequenas quantidades de solugbes de medicamentos ou extratos
fitoterapicos com base na farmacologia e na teoria dos meridianos 94939291,
Muito utilizada na China e Coréia para uma série de sintomas, incluindo os
sintomas relacionados ao cancer. Um estudo australiano relatou que esta técnica
induz uma maior sensacao de De Qi quando comparada a acupuntura tradicional
9291 sendo uma indicagdo de que a farmacopuntura pode fornecer uma resposta
clinica mais potente, efeitos mais rapidos, facilidade de ajuste de dosagem, e
efeitos sinérgicos quando comparado ao uso da acupuntura tradicional. A
farmacopuntura tem sido aplicada no tratamento de diversas doencgas, sendo
observado uma maior frequéncia do uso em condigcdes musculo esqueléticas,
como dor no pescogo, artrite degenerativa do joelho e dor lombar %493, Estudos
relatam uma melhora significativa na dor e fungédo em pacientes com hérnia de
disco intervertebral %2°', bem como pode ser usada no tratamento de obstrugdo
inflamatoria pos operatéria precoce do intestino delgado, espasticidade
muscular, gastrite cronica e hérnia de disco intervertebral lombar 98:97.96.95,

De acordo com Luna et al. (2008), a administragdo de substancias em
acupontos pode ser realizada por meio da administragdo de farmacos
(farmacopuntura) ou ainda com agua destilada ou solugéo de cloreto de sodio a
0,9% (aquapuntura) promovendo um estimulo mecanico prolongado no
acuponto, utilizando uma dose subclinica dessas substancias ®°. Em outro
estudo realizado pela mesma usando um décimo da dose de acepromazina em
cavalos no ponto vaso governador 1 (VG1), observou resultado semelhante a
administragdo da dose convencional do farmaco por via parenteral. Diversos
tipos de substratos s&o empregados para inje¢cbes no acuponto, tais como

veneno de abelha, solugdo salina padrao, vitamina B1, vitamina B12, e toxina



31

botulinica A 102,101, 100,99

Segundo a Medicina Tradicional Chinesa o acuponto E36 (também
chamado de Zusanli) € largamente estudado, pertencendo ao meridiano do
estdbmago, distribuidos da cabeca aos pés. O meridiano do bago e estbmago
governam os quatros membros, sendo frequentemente utilizado para o
tratamento de alteragcbes que acometem os membros, bem como para aumento
e regulagdo da imunidade '°. Conforme Maciocia (2007), o ponto E36
(estbmago 36) possui amplas atuagdes para tonificar a energia Yang do corpo,
tratamento de sintoma de dor local e distal ao local da dor, bem como em todos
os locais de edema no corpo '%. Em um estudo conduzido por Kim et al., 2011,
foi avaliado o efeito da aplicacdo de veneno de abelha no ponto de acupuntura
E 36 sobre a hiperatividade e hipertermia induzidas pela exposi¢do aguda a
metanfetamina em camundongos. Os resultados revelaram uma reducgédo de
forma dependente tanto na hiperatividade quanto na hipertermia em comparacéao
com os pontos de controle. Sugerindo que o alivio nas respostas foi decorrente
da modulagdo da atividade dos receptores a. -adrenérgicos '°°. Conforme
Goldman et al. (2010), talvez seja um dos acupontos mais efetivos em modelos
animais utilizando ratos na avaliagdo do controle antinociceptivo. Estudos
sugerem que o efeito antinociceptivo deste ponto esteja relacionado com a
despolarizagdo das fibras C, que transmitem mensagem ao corno dorsal da
medula espinhal 1%,

Novos estudos poderiam elucidar as melhores doses, medicamentos e
pontos de acupuntura para alcancar um efeito ideal, comparavel as doses

convencionais de medicamentos.
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3. OBJETIVOS

GERAL:

Analisar a eficacia analgésica da neurotoxina recombinante CTK 01512-
2, administrada por via subcutanea e no acuponto E36, em comparagao com o
tratamento padrao-outro (duloxetina) em um modelo de dor neuropatica induzido

por oxaliplatina em ratos Wistar.

ESPECIFICOS:

- Avaliar o efeito da administragcao do peptideo recombinante CTK 01512-2 por
via subcutanea ou por farmacopuntura [acuponto E36], em comparacdo ao
tratamento padréo-ouro Duloxetina para as seguintes finalidades:

a) alodinia mecénica, medida pelo teste de filamentos de Von Frey;

b) alodinia térmica, medida pelo teste da acetona;

c) quantificar os niveis de neurotransmissores (GABA, dopamina, acetilcolina)
em amostras de tecidos cerebrais (cortex, estriado, hipocampo, mesencéfalo,

amigdala, hipotalamo).
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6. DISCUSSAO
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7. CONCLUSAO

O peptideo recombinante CTK 01512-2 derivado da aranha Phoneutria nigriventer
mostrou eficacia equianalgésica em relacdo a duloxetina no modelo de dor
neuropatica aguda induzido pela oxaliplatina, quando aplicado pelas vias subcutanea
e no acuponto E36.



&9

8. CONSIDERAGOES FINAIS

A nova via de administragdo subcutanea traz vantagens na condugao de
estudos crénicos de eficacia e seguranga os quais um farmaco deve ser
submetido visando futuros estudos clinicos.

O estudo da técnica de farmacopuntura viabilizou a administracdo de uma
dose minima efetiva da toxina CTK 01512-2 no acuponto E36 para o controle da
dor neuropatica induzida por oxaliplatina. Representando uma nova estratégia
para o controle da dor.

Como perspectivas futuras, no estudo da administragdo pela via subcutanea
pretendemos analisar o perfil inflamatorio (TNF, IL 1, IL 6, IL10) e desbalanco
oxidativo no plasma. Em relacdo ao estudo da técnica de farmacopuntura
visamos a possibilidade de analisar o perfil inflamatério no plasma e medula
espinhal (TNF, IL 1, IL 6, IL10), desbalango oxidativo e quantificagdo dos
neurotransmissores (GABA, dopamina, acetilcolina e glutamato) na medula
espinhal e regides encefalicas (cortex, estriado, hipocampo, mesencéfalo,
amigdala, hipotalamo). A fim de esclarecer os mecanismos envolvidos na
resposta analgésica apresentada pela toxina CTK 01512-2 no modelo de dor
neuropatica aguda induzida pela oxaliplatina.

Assim, esta nova via de administracao da toxina se mostrou eficaz frente
ao modelo de NPOXA, sendo uma via menos invasiva, com menos riscos de

contaminacgao e reproduzivel na clinica.
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10.ANEXOS

Anexo 1: Constante Teste de von Frey

Values for k, based on response pattern (modified from Dixon, 1980)

Pattern Value for k Pattern Value for k Pattern Value for k Pattern Value for &
(6.4 -05 000X0000 —-0.547 X0 0.5 XXXOXXXX 0.547
00X —0.388 0000X0000 -0.547 XXO 0.388 XXXXOXXXX 0.547
000X -0.378 0X000X -1.25 XXXO 0.378 XOXXXO 1.25
0000X 0.377 00X000X - 1.247 XXXXO 0.377 XXOXXX0O 1.247
0X0 0.842 000X000X - 1.246 X0X -0.842 XXXOXXXO 1.246
00X0 0.89 0000X000X —-1.246 XX0X -0.89 XXXXOXXXO 1.246
000X0 0.894 0OX00X0 0.372 XXXOX —0.894 XOXXO0X -0.372
0000X0 0.894 00X00X0 0.38 XXXXOX -0.894 XXOXX0OX -0.38
OXX -0.178 000X00X0 0.381 X00 0.178 XXX0XX0X —-0.381
00XX 0 0000X00X0 0.381 XX00 0 XXXXOXX0X -(.381
000XX 0.026 OX00XX -0.169 XXX00 —-0.026 XOXX00 0.169
0000XX 0.028 00X00XX -0.144 XXXX00 —0.028 XXOXX00 0.144
0X00 0.299 000X00XX ~0.142 XOXX ~0.299 XXX0XX00 0.142
00X00 0314 0000X00XX ~0.142 XXOXX -0.314 XXXXOXX00 0.142
000X00 0315 0X0OX00 0.022 XXXOXX ~0.315 XOXOXX -0.022
0000X00 0315 00X0X00 0.039 XXXXOXX -0.315 XXOXOXX —0.039
OXO0X -0.5 000X0X00 0.04 X0X0 0.5 XXXOXOXX —0.04
00XO0X -0.439 0000X0X00 0.04 XXOXO 0.439 XXXXOXOXX -0.04
000X0X ~0.432 OXOXOX -05 XXX0XO 0.432 XOX0XO 0.5
0000X0X -0.432 00X0X0X -0.458 XXXXOX0 0.432 XXOX0X0 0.458
OXX0 1 000X0XOX -0.453 X00X -1 XXXOX0X0O 0.453
00XX0 1.122 0000XOXOX —-0.453 XX00X -1.122 XXXXOXOX0 0.453
000XX0 1.139 OXOXX0 1.169 XXX00X - 1139 XOX00X 1.169
0000XXO0 1.14 00XOXXO0 1.237 XXXX00X —~1.14 XXOX00X -1.237
OXXX 0.194 000XO0XX0 1.247 X000 —0.194 XXXOX00X —-1.247
00XXX 0.449 0000XOXXO 1.248 XX000 ~0.449 XXXXOX00X —1.248
000XXX 0.5 OXOXXX 0.611 XXX000 -0.5 X0X000 ~0.611
0000XXX 0.506 O0XOXXX 0.732 XXXX000 ~0.506 XXO0X000 -0.732
0X000 -0.157 0O00XOXXX 0.756 XOXXX 0.157 XXXOX000 -0.756
00X000 -0.154 0000XOXXX 0.758 XXOXXX 0.154 XXXX0X000 0.758
000X000 ~0.154 0XX000 0.296 XXXOXXX 0.154 XOOXXX 0.296
0000X000 ~0.154 00XX000 —0.266 XXXXOXXX 0.154 XXO00XXX 0.266
OX00X -0.878 000XX000 —0.263 XOXXO 0.878 XXX00XXX 0.263
00X00X ~0.861 0000XX000 —-0.263 XXOXXO 0.861 XXXXO00XXX 0.263
000X00X -0.86 OXX00X 0.831 XXXOXX0O 0.86 X00XX0O 0.831
0000X00X -0.86 00XXO00X -0.763 XXXXOXXO 0.86 XXO00XX0O 0.763
0OXO0XO 0.701 000XX00X -0.753 XOX0OX =0.701 XXX00XX0 0.753
00X0XO 0.737 0000XX00X —-0.752 XX0XO0X -0.737 XXXXO0XXO 0.752
000XO0XO 0.741 0OXX0XO 0.831 XXXOX0X -0.741 X00X0X -0.831
0000X0X0O 0.741 00XXOXO 0.935 XXXXOXOX 0.741 XX00XO0X -0.935
OXOXX 0.084 000XX0XO0 0.952 XOX00 —-0.084 XXX00X0OX -0.952
0O0XOXX 0.169 0000XX0X0O 0.954 XX0X00 —0.169 XXXX00X0X ~10.954
000XOXX 0.181 OXXOXX 0.296 XXXO0X00 —0.181 X00X00 -0.296
0000XOXX 0.182 00XXO0XX 0.463 XXXXOX00  -0.182 XX00X00 -0.463
0OXX00 0.305 000XXOXX 0.5 X00XX 0.305 XXX00X00 ~0.5
00XX00 0.372 0000XXO0XX 0.504 XX00XX -0.372 XXXX00X00 -0.504
000XX00 0.38 OXXX00 0.5 XXX00XX —-0.38 X000XX 0.5
0000XX00 0.381 00XXX00 0.648 XXXX00XX -0.381 XX000XX —0.648
OXXOX -0.305 000XXX00 0.678 X00XO 0.305 XXX000XX ~0.678
00XXOX 0.169 0000XXX00 0.681 XX00X0 0.169 XXXX000XX -0.681
0O00XX0X —0.144 OXXXOX =0.043 XXX00X0O 0.144 X000X0 0.043
0O000XX0OX -0.142 0O0OXXXOX 0.187 XXXX0O0XO 0.142 XXO000X0 0.187
OXXXO0 1.288 000XXXO0X 0.244 X000X -1.288 XXX000X0 -0.244
O0XXXO 1.5 0000XXXO0X 0.252 XX000X -5 XXXX000X0O -0.252
O00XXXO0 1.544 OXXXXO 1.603 XXX000X - 1.544 XO0000X -1.603
0O000XXXO 1.549 00XXXXO 1.917 XXXX000X -1.549 XX0000X -1.917
OXXXX 0.555 O00OXXXXO0 2 X0000 —(0.555 XXX0000X ~2
OOXXXX 0.897 0000XXXXO 2014 XX0000 -0.897 XXXX0000X -2.014
O00OXXXX 0.985 OXXXXX 0.893 XXX0000 —0.985 X00000 —0.983
0O000XXXX 1 OOXXXXX 1.329 XXXX0000 -1 XX00000 -1.329
0X0000 —0.547 O0OXXXXX 1.465 XOXXXX 0.547 XXX00000 —1.465
00X0000 —0.547 0000XXXXX 1.496 XXOXXXX 0.547 XXXX00000 —1.496
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Vigéncia: 15/03/2022 a 28/02/2024
Pesquisadores:
Equipe UFCSPA:

* Fernanda Cristina De Britto
* Eliane Dallegrave

Equipe Externa:
* Charles Francisco Ferreira - UFRGS

A Comissdo de Etica no Uso de Animais aprovou o mesmo em reunido.

Parecer:
Animal | Espécie |Linhagem| Origem Idade [Peso aprox Quantidade
M F Subtotal
Rato Rattus Wistar | biotério | 60 dia(s) 250 gram: 200 0 200
norvegicus ufcspa
Total 200

Porto Alegre, 18 de julho de 2022

FERNANDA BASTOS DE MELLO
Coordenadora Da Comissdo De Etica No Uso De Animais
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