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Introducere

Manangementul actual al durerii implica utilizarea tehnicilor non-farmacologice in
asociere cu tratamentul farmacologic care include medicamente din clasele analgezicelor
antipiretice,  antiinflamatoarelor ~ nesteroidiene,  opioidelor,  antidepresivelor  si
anticonvulsivantelor. Insi, reactiile adverse precum hepatotoxicitatea, tulburirile
gastrointestinale, riscul crescut de evenimente cardiovasculare, dar si toleranta si
farmacodependenta limiteaza utilizarea acestor medicamente in tratamentul durerii. Mai mult
decat atat, a fost raportatd o eficacitate scazutd pentru cele mai multe optiuni farmacologice
existente.

Receptorul TRPV1 este un canal cationic neselectiv, ligand-dependent exprimat la nivel
central, Tn talamus, striatum, amigdald sau periferic la nivelul ganglionului radacinii dorsale.
TRPV1 prezintd un rol crucial In modularea durerii, fiind esential pentru recunoasterea si
integrarea stimulilor chimici si termici nociceptivi.

Avantajele multiple ale studiilor in silico de drug repurposing au stat la baza cresterii
semnificative a utilizarii acestor modele pentru descoperirea de noi modulatori pentru diferite
tinte terapeutice.

De asemenea, modelele animale sunt utilizate Tn prezent pentru determinarea
mecanismului de actiune si caracteristicilor diferitelor tipuri de durere, dar si pentru evaluarea
efectului analgezic al unei substante active.

Obiectivele principale ale cercetarii au fost:

e implementarea unui model in silico de drug repurposing pentru descoperirea de noi
antagonisti TRPV1, cu posibila utilizarea in terapia durerii;

e validarea unui model animal de durere viscerala indusd cu paclitaxel si evaluarea
efectelor analgezice ale substantelor identificate prin studii in silico de drug repurposing pe
acest modelul animal,

e cvaluarea efectelor analgezice si antiinflamatoare ale substantelor de testat pe un model
animal de osteoartrita indusa cu adjuvantul Freund complet prin utilizarea testelor
farmacologice, determinarilor radiologice, biochimice si histologice;

e cvaluarea efectelor analgezice ale substantelor intr-un model animal de durere indusa cu

capsaicina prin intermediul testelor farmacologice;



e evaluarea in vitro a activitatii compusilor rezultati din studiile in silico.

|. Partea generala

1. Durerea cronica

1.1. Introducere

Durerea este definita ca o experientd senzoriala si emotionald neplacuta, de cele mai multe
ori, fiind corelatd cu aparitia unor leziuni tisulare [1, 2]. Conform Asociatiei Internationale
pentru Studiul durerii, durerea care persistd mai mult de 3 luni este considerata durere cronica
[2, 3].

Conform datelor din literaturd, s-a observat ca existd o stransd corelatie intre durerea
cronica si depresie, anxietate si insomnie [4, 5]. Aceastd problema majord de sanatate este
asociatd cu un impact social si economic ridicat si necesitd un management complex pentru

imbunatatirea calitatii vietii pacientului.
1.2. Optiuni de tratament in durerea cronica

Managementul farmacologic al durerii cronice se bazeazd pe tratarea simptomelor
pacientului sau a patologiei asociate durerii. Tn acest sens, scopul principal al terapiei este
reprezentat de cresterea calitatii vietii pacientului [5].

Principalele clase de medicamente utilizate pentru tratamentul durerii sunt
antiinflamatoarele nesteroidiene, anticonvulsivantele, antidepresivele si opiodele, dar se pot
utiliza si alte medicamente [6].

Tratamentul non-farmacologic al durerii cronice asociat farmacoterapiei joaca un rol
esential in reducerea intensitdtii durerii, cresterea mobilitdtii, a fortei musculare si a rezistentei
[7, 8].

Mai mult decét atat, utilizarea abordarilor cognitiv-comportamentale ale durerii cronice a
fost corelata cu o reducere a stresului si a dizabilitatilor asociate durerii in studiile clinice ce au

inclus pacienti cu diferite tipuri de durere cronica [9-11].



1.3. Mecanismele biologice ale durerii

Durerea cronica persista sau recidiveaza in timp. Aceasta poate fi rezultatul unei patologii
(de exemplu artrita sau cancer), al unei leziuni initiale sau disfunctiei de la nivelul sistemului
nervos [12].

In durerea cronica are loc sensibilizarea cailor nociceptive cu aparitia hiperalgeziei sau
alodiniei. Acest proces poate fi rezultatul unor modificari la nivelul nociceptorilor, in eliberarea
neurotransmitatorilor sau mediatorilor inflamatori si la nivelul functionarii neuronale [13].

Inflamatia joaca de asemenea un rol semnificativ in durerea cronica asociata cu multiple
afectiuni, incluzand artrita reumatoida, osteoartrita, durerea lombara cronica, fibromialgia [14],

dar si in durerea neuropata, post-chirurgicald sau post-traumatica [15].

2. Receptorul TRPV1

2.1. Generalitati

Canalele ionice cu potential tranzitoriu (TRP) sunt canalele de cationi exprimate in diferite
tipuri de celule, inclusiv in neuroni. Pentru aceste canale au fost evidentiate multiple roluri
fiziologice si patologice [16, 17].

Canalul TRPVI, numit si receptorul capsaicinei, este exprimat central, in talamus,
amigdala si corpul striat, dar si periferic in ganglionii radacinii dorsale, intestin, piele, cornee si

vezica urinara [18-24].
2.2. Caracteristici structurale ale canalului TRPV1

Din punct de vedere structural, TRPV1 este un canal homotetrameric. Fiecare dintre cele
patru subunitdti este formata din sase domenii transmembranare [25, 26]. Fiecare lant
monomeric cuprinde in total 838 de aminoacizi, iar aminoacizii 433-684 sunt implicati Tn
formarea domeniilor transmembranare [27, 28]. Astfel, regiunea transmembranara cuprinde
sase structuri elicoidale care formeaza domeniul senzorului pentru voltaj si o regiune poroasa
interna [29, 30].

Tn structura canalului TRPV1 existd un domeniu citoplasmatic mare format din doua
secvente terminale cu localizare intracelulara [31]: 0 regiune lunga N-terminald alcatuita din

multiple repetari de ankirina, cu rol Tn activarea canalului sub actiunea unor substante agoniste



precum capsaicina, resiniferatoxina (RTX) sau temperatura ridicata (50 °C) [32], si regiunea

scurtd C-terminald implicata in stabilitatea si functia receptorului [28, 33-35].
2.3. Agonistii endogeni ai receptorului TRPV1

Liganzii endogeni ai canalului TRPV1 sunt anandamida (AEA), N-arachidonoil dopamina
(NADA), N-oleoiletanolamina (OEA), acid lizofosfatidic, oleoildopamina (OLDA), dar si alte
molecule (acidul 12-hidroperoxieicosatetraenoic (12-HPETE)) [36-38].

2.4. Agonistii naturali si sintetici ai receptorului TRPV1

Activarea receptorului TRPV1 moduleaza diferite raspunsuri biologice, precum apoptoza
si proliferarea celularad [39], nociceptia si temperatura corpului [40], homeostazia glucozei [41]
si reglarea functiei vezicii urinare [38, 42].

Capsaicina (trans-8-metil-N-vanililil-6-nonenamida), agonistul consacrat al receptorului
TRPV1, este o substanta din genul Capsicum, care apartine familiei Solanaceae [43]. Tn urma
formarii interactiunii ligand-receptor, receptorul este activat si apare un influx de calciu, ducand
la senzatie de durere. Dupa stimularea initiala, capsaicina determind desensibilizarea
receptorului cu instalarea unui efect analgezic [38, 44, 45].

Resiniferatoxina, izolata din Euphorbia resinifera, este un compus utilizat ih medicina
traditionala pentru tratarea durerii. Este considerata un puternic agonist TRPV1, avand o potenta
semnificativ mai mare comparativ cu capsaicina [46].

Ghimbirul, Zingiber officinale Roscoe, din familia Zingiberaceae este utilizata frecvent in
industria alimentard ca si condiment si in medicina traditionald pentru multiplele sale efecte
terapeutice benefice [24, 47, 48]. Substantele active, precum shogaoli, gingeroli, paradoli si

zingerona, izolati din Zingiber officinalis actioneaza ca agonisti ai canalului TRPV1 [49, 50].
2.5. Antagonistii naturali si sintetici ai receptorului TRPV1

Interesul privind identificarea si descoperirea de antagonisti TRPV1 a crescut semnificativ
in urma sesizarii ca knockout-ul receptorului TRPV1 la animalele de experientd atenueaza
hiperalgezia termica indusa de inflamatie [51, 52].

Modulatorii TRPV1 modifica temperatura corpului [53-55].

Antagonistii naturali ai canalului TRPV1 includ grifolin si neogrifolin, izolati din

Peperomia galioides, Rhododendrom dauricum si Albatrellus sp. Inhibarea influxului de Ca?*



indus de capsaicina a fost observata in cazul yohimbinei [56], voacanginei [57], pelitorinei [58],
monanchomicalinei B [59] si pulchraninelor [60].

Bisabolul, din uleiul esential de Matricaria chamomilla, poseda o afinitate ridicata pentru
centrul geometric al receptorului TRPV1, actionand prin blocarea sa [61].

Proprietati antagoniste TRPV1 au fost raportate si pentru eucaliptol [62], naringenina [63],
cochinchinemin A si B, loureirind B [64], gomisin A [65], eriodictiol [66], quercetina [67] si
vitexina [68].

Primul antagonist competitiv sintetic TRPV1 identificat a fost capsazepina [69, 70].

Antagonisti TRPV1 cu potentd mare au fost obtinuti prin halogenarea agonistilor, de
exemplu, prin introducerea iodului in structura resiniferatoxinei [71, 72].

SB-705498 a inhibat activitatea TRPV1 stimulatd de capsaicind, pH-ul acid si caldura si
a fost primul antagonist TRPV1 utilizat in studii clinice pentru potentialul sdu analgezic [69, 70,
73].

AMG-517 este un antagonist selectiv TRPV1, dar in studiile clinice a produs hipertermie
[74, 75].

SB-366791 este un antagonist TRPV1 cu selectivitate superioara capsazepinei si nu
produce modificari ale temperaturii corpului, iar AMG-9810 inhiba activarea receptorului
TRPV1 mediatd de protoni, cdldura si endovaniloide, insd a prezentat un profil farmacocinetic

slab la animalele de laborator [76-79].

I1. Contributii personale

3. Ipoteza de lucru si obiective generale

Durerea cronica este corelatd cu dizabilitatea si afectarea semnificativa a calitdtii vietii
pacientului. Mai mult decat atat, din ce in ce mai multi pacienti solicita frecvent asistentd
medicala pentru tratarea durerii [80, 81].

Tn ultimii ani, mai multe studii au evidentiat receptorul capsaicinei, TRPV1, ca tinta
terapeutica pentru descoperirea de noi analgezice [69, 82, 83].

Desi unii antagonisti TRPV1 au fost evaluati in studiile clinice de fazd I si II pentru
tratamentul durerii cronice, hipertermia severa observata in urma administrarii acestor substante

a condus la ntreruperea studiilor clinice [84].



Pornind de la informatiile prezentate mai sus, obiectivele generale ale prezentei lucrari au
fost reprezentate de identificarea de noi antagonisti TRPV1 prin studii in silico de drug
repurposing, validarea unui model de durere viscerala indusd cu paclitaxel si determinarea
efectelor analgezice si antiinflamatoare ale substantelor in diferite modele animale de durere si

ulterior evaluarea activitatii acestora asupra receptorului TRPV1 in vitro.

4. Studii in silico de drug repurposing pentru identificarea unor noi
potentiali modulatori TRPV1

Tn studiul nostru a fost implementatd o metoda de screening virtual de repurposing a
medicamentelor pentru a identifica, printre medicamentele aprobate, noi potentiali liganzi care
ar putea interactiona cu receptorul TRPV1, avand in vedere ca pentru aceste substante profilurile

farmacotoxicologice sunt bine cunoscute [85].
Materiale si metode

A fost implementata o metoda de screening virtual cu scopul de a descoperi noi potentiali
antagonisti si agonisti/desensibilizatori TRPV1, utilizand atat abordari in silico bazate pe
liganzi, cat si pe structura. Metoda implementata s-a axat pe construirea unui algoritm de
invatare automata (retea neuronald artificiald) bazat pe schelete structurale, flexofori, descriptori

moleculari si afinitati de legare prezise. [85].
Rezultate si discutii

Dupa prelucrarea initiala, seturile de date contineau structurile chimice si valorile
activitatii a 2377 de antagonisti TRPV1 (set ANT), 194 de agonisti (set AG) si 996 de molecule
inactive determinate experimental (set IN). Pentru a stabili un set de molecule decoy cu
proprietati similare cu ale moleculele active, seturile ANT si AG au fost fuzionate si patru
parametri ce caracterizeaza molecule de tip druglike au fost calculati cu DataWarrior: MW,
logP, HBD si HBA. In continuare, a fost descircat un set de molecule din ChEMBL, care
continea structuri cu valori MW cuprinse intre 226,3 si 796,6 g/mol, valorile logP intre 0,837 si
11,074, 1-12 HBA si 0-4 atomi HBD. Dintre aceste structuri, 500 de molecule diverse, probabil
inactive pe TRPV1, au fost recuperate ca set decoy (DCY). Candidatii pentru repurposing au
fost preluati din baza de date DrugBank, aceasta fiind alcatuitd dintr-un total de 1981 de

medicamente aprobate.



Prima variabila independenta care a fost stabilita in metoda propusa de noi a fost scorul
mediu de activitate (AAS). Acest scor mediu a fost calculat ca medie aritmetica a trei scoruri
bazate pe caracteristicile structurale ale antagonistilor si agonistilor TRPVI1: scheletele
structurale Bemis-Murcko, sistemele de inele simple si clusterizarea bazata pe descriptori de tip
flexofor.

Antagonistii au avut in general valori AAS mai mari decat agonistii, deoarece antagonistii
au reprezentat o populatie semnificativ mai mare n randul compusilor biologic activi.

Capacitatea predictiva a scorului mediu de activitate stabilit a fost evaluata prin generarea
curbelor ROC si calcularea valorilor ROC AUC. Valoarea ROC AUC pentru scorurile de
activitate ale antagonistilor a fost de 0,963, in timp ce acelasi parametru a fost de 0,986 pentru
predictia agonistilor, ceea ce denota o acuratete ridicatd in ambele cazuri.

Curbele ROC au fost generate pe baza claselor de activitate si a descriptorilor moleculari
pentru a construi modele de clasificare folosind valori prag. Am ales sa includem un minim de
trei si un maxim de opt descriptori moleculari ca variabile independente. Valorile ROC AUC au
fost calculate pentru toti descriptorii pentru a evalua capacitatea de discriminare a fiecarei
variabile. Cei opt descriptori au fost alesi pe baza a patru criterii: valori ROC AUC
satisfacatoare, diferente semnificative din punct de vedere statistic intre valorile specifice
moleculelor active si inactive, coeficienti de corelatie intre fiecare pereche de descriptori mai
mici de 0,75 si usurinta de a descrie proprietatea moleculard respectiva.

Rezultatele docking-ului molecular au fost a treia si ultima variabila independenta in
modelul de predictie propus pentru repurposing. In acest studiu au fost utilizate doua structuri
cristaline: TRPV1 activat legat de agonistul RTX s1i TRPV1 in stare inchisa legat de antagonistul
CPZ. Au fost efectuate validari calitative si cantitative ale procedurii de docking. Tn primul rand,
acuratetea predictiilor modului de legare a fost evaluata prin docarea liganzilor co-cristalizati in
situsul de legare si suprapunerea conformatiei prezise peste cea determinatd experimental.
Valorile RMSD calculate dupa suprapunere au fost de 1,1277 A pentru CPZ si de 1,2564 A
pentru RTX, ceea ce arata abateri scazute de la conformatia originala si o precizie satisfacatoare
pentru predictia orientarii spatiale. Energiile de legare pentru martorii pozitivi au fost de -9,13
kcal/mol pentru CPZ si, respectiv, -11,55 kcal/mol pentru RTX.

O adoua validare a protocolului de docking a fost realizata prin evaluarea capacitatii celor

doua conformatii TRPV1 de a discrimina liganzii activi si inactivi prin analiza energiilor de



legare sau a eficientei ligandului prezise. Prin urmare, o selectie de agonisti TRPV1 (n = 194),
antagonisti (n = 222), molecule inactive (n = 488) si molecule decoy (n = 500) au fost docati in
situsurile de legare ale conformatiilor active (PDB ID 7MZC) si inactive (PDB ID 5IS0) ale
TRPVL1.

Curbele ROC au fost generate pentru a evalua performanta procedurii de docking n
vederea diferentierii liganzilor activi si inactivi. In mod notabil, experimentul de docking
molecular a aratat precizii mai mari in predictia antagonistilor decat a agonistilor.

Dupa stabilirea scorurilor de activitate, a numarului de criterii descriptive indeplinite, a
afinitatii si eficacitatii de legare pentru antagonisti, agonisti si molecule inactive, datele au fost
integrate intr-un model predictiv global pentru a creste acuratetea predictiva prin adaugarea de
ponderi pentru fiecare dintre parametrii mentionati anterior. Deoarece seturile de date privind
antagonistii, agonistii si substantele inactive sunt destul de dezechilibrate, am generat modelul
de invatare automata utilizand doar compusii care au fost selectati pentru docking molecular,
creand astfel un set de date de antrenament mai echilibrat. Algoritmul de invatare automata pe
care l-am selectat pentru aceasta sarcina a fost reteaua neuronala de tip multilayer perceptron,
deoarece permite, de asemenea, predictia mai multor clase. Arhitectura cu parametrii cei mai
optimi a avut urmatoarele caracteristici: sase noduri de intrare (scorurile medii de activitate si
criteriile descriptive satisfacute atat pentru antagonisti, cat si pentru agonisti, energiile de legare
pentru antagonisti, valorile LELP pentru agonisti), un strat ascuns cu patru neuroni (care, de
fapt, reprezintd media geometrica intre numarul de noduri de intrare si de iesire) activat cu
functia tanh, iar stratul de iesire cu trei noduri corespunzatoare probabilitatilor pentru fiecare
din cele trei clase, generate cu functia softmax.

Modelul de clasificare generat a prezentat valori mai mari pentru specificitate decat pentru
sensibilitate si, astfel, algoritmul identifica adevarat negativii relativ mai precis decat adevarat
pozitivii.

Variabilele independente cu cea mai mare importanta in prezicerea celor trei clase au fost
scorurile medii de activitate pentru antagonisti si agonisti, urmate de energia de legare si LELP,
in timp ce numarul de criterii indeplinite dependente de descriptorii moleculari a avut cea mai
mica pondere.

Cei mai promitatori candidati pentru repurposing ca modulatori TRPV1 cu utilitate

farmacoterapeutica in ameliorarea durerii au fost alesi pe baza a trei criterii: probabilitate



ridicatd de a fi activi, interactiuni favorabile cu resturile de aminoacizi relevanti de la nivelul
situsului de legare al TRPV1 si profiluri de sigurantd acceptabile. Prin urmare, trei potentiali
antagonisti (repaglinid, telmisartan si agomelatina) si un potential agonist (protokylol) au fost
propusi drept candidati pentru repurposing.

Analiza modului de legare pentru repaglinid a evidentiat potentialul acestuia de a bloca
competitiv situsul de legare pentru vaniloizi. Mai mult, analiza a aratat ca repaglinid
impartiseste caracteristici structurale relevante cu anumiti antagonisti TRPV1. In prezent nu
existd studii preclinice publicate care sa fi analizat potentialul analgezic pentru repaglinid.
Reactiile adverse frecvente, cum ar fi hipoglicemia si cresterea In greutate, asociate cu
tratamentul cu repaglinid [86] indica faptul ca utilizarea sa ca agent analgezic ar putea fi limitata
la pacientii care sufera de neuropatie diabetica.

Sisignano si colab. au utilizat tehnici de electrofiziologie si de imagistica a calciului pentru
a investiga posibilitatea interactiunii dintre telmisartan si canalul TRPV1 si nu au observat un
efect al substantei asupra canalului ionic [87]. Avand in vedere aceste constatari, telmisartan
poate fi considerat un fals pozitiv descoperit de algoritmul nostru ca potential antagonist
TRPVI1. Lipsa de activitate asupra TRPV1 ar putea fi explicatd de rezultatele docking-ului
molecular. Spre deosebire de alti liganzi, telmisartan nu are o substructurad specifica capului
vaniloidic si, prin urmare, conformatia sa nu se poate incadra la fel de bine in situsul de legare
pentru vaniloizi.

Agomelatina se potriveste in mod satisfacator in situsul de legare pentru vaniloizi si
prezinta o mare similaritate cu un antagonist TRPV1, radicalul metil din cadrul gruparii
acetamida fiind inlocuit cu substructura trifluorometoxi-metil din antagonistul cunoscut.
Agomelatina are un profil de siguranta optim, cu putine reactii adverse (cum ar fi ameteli, greata,
diaree si uscaciunea gurii), care apar in special la inceputul tratamentului [88].

Protokylol, un agonist 2-adrenergic utilizat ca bronhodilatator [89] este compusul cu a
doua cea mai mare probabilitate de a exercita o activitate agonista asupra TRPV1. Pentru
protokylol au fost observate doua situsuri de legare diferite, partial suprapuse, unul specific
pentru vaniloizi si antagonisti competitivi si altul pentru fosfoinozitide [90]. Protokylol a format
interactiuni favorabile cu resturile de aminoacizi relevante din cadrul ambelor situsuri de legare.

Prin urmare, protokylol ar putea prezenta 0 potentiala activitate analgezicd fie prin



desensibilizarea TRPV1 prin interactiunea cu situsul de legare a vaniloizilor, fie prin inhibarea
canalului prin modulare alosterica, similar fosfoinozitidelor [90].

Datoritd interactiunilor optime prezise si a probabilitatilor crescute de a fi liganzi activi,
studiul de fata propune repaglinid si agomelatina ca potentiali antagonisti TRPV1 si protokylol
ca potential agonist/desensibilizator TRPV 1. Sunt necesare studii suplimentare pentru a evalua
experimental interactiunile dintre moleculele propuse si TRPV1 si pentru a investiga activitatea

acestora n diverse modele animale de durere.

5. Validarea unui model animal de durere viscerala indusa cu
paclitaxel si evaluarea efectelor analgezice ale agomelatinei si

repaglinidului Tn acest model
5.1. Validarea unui model animal de durere viscerala indusa cu paclitaxel

Studiul de fatd a fost conceput pentru a investiga reproductibilitatea studiilor anterioare si
pentru a intelege daca paclitaxelul este potrivit pentru dezvoltarea unui model animal care ar
permite o evaluare consecventd a comportamentului asociat durerii viscerale si a eficacitatii

analgezicelor [91].
Materiale si metode

Procedurile experimentale au fost efectuate in conformitate cu normele de bioetica
propuse de Ghidul NTH pentru ingrijirea si Utilizarea animalelor de laborator.

Pentru acest studiu, am utilizat 40 de sobolani Wistar de sex feminin, repartizati in 5 loturi
egale (8 animale/lot). Tratamentul a fost administrat intraperitoneal intr-o singura doza, dupa
cum urmeaza: Lot CTL (control/martor): ser fiziologic 1 mL/kg corp; Lot PAC1: paclitaxel 3
mg/kg corp; Lot PAC2: paclitaxel 5 mg/kg corp; Lot PAC3: paclitaxel 10 mg/kg corp; si Lot
PAC4: paclitaxel 15 mg/kg corp.

Ca punct de plecare s-a folosit cea mai mare doza utilizata in durerea viscerala indusa de
paclitaxel in studiile preclinice [92].

Nociceptia viscerald a fost evaluata calitativ cu ajutorul unei scale a durerii abdominale
imediat dupa administrarea paclitaxelului. Hipersensibilitatea tactilda si termica induse de
paclitaxel a fost determinata Tnainte de administrarea citostaticului (sensibilitate initiald) si dupa

administrarea acestuia la 24 h (in ziua 3 a experimentului) si la 48 h (in ziua 4 a experimentului).



Rezultate si discutii

Scorurile reactiei durerii abdominale au fost influentate semnificativ de administrarea
paclitaxelului (Fig. 5.2.A., ANOVA, Fazs5 = 32,3, p <0,0001). Cel mai pronuntat efect a fost
observat la lotul PAC4 - 15 mg/kg corp (p < 0,001, corectie Bonferroni). Durerea viscerala
indusa de paclitaxel este doza dependenta. Durerea acuta observata la animalele de laborator a
debutat la aproximativ 5-10 minute dupa administrare, cu o intensitate maxima la 20-30 minute
si a avut o durata de aproximativ 40 minute pentru cea mai mare doza de paclitaxel utilizata in

experiment (Fig. 5.2.B.) [91].
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Fig. 5.2. Evaluarea durerii viscerale. A - Scala durerii abdominale — variatia scorului
nociceptiei viscerale intre loturile tratate. Datele sunt prezentate ca media scorului nociceptiei
viscerale £ S.E.M. ** p < 0,01 fata de CTL; *** p < 0,001 vs. CTL. B - Evolutia in timp a

durerii abdominale dupd administrarea unei doze unice de paclitaxel.
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3,34, p = 0,0203). O scadere semnificativa statistic a pragului de retragere de 50% a fost



observata pentru lotul PAC3 (10 mg/kg corp ) (p < 0,01, corectie Bonferroni) in comparatie cu
lotul control la 48 h [91].
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singure doze de paclitaxel. Datele sunt prezentate ca media pragului de retragere a labei de
50% = S.E.M. ** p < 0,01 fatda de CTL.

Nu au fost observate variatii semnificative in ceea ce priveste hipersensibilitatea termica
dupa administrarea paclitaxelului comparativ cu lotul control in ziua 3 (ANOVA, F4,35) = 0,350,

p = 0,842) sau in ziua 4 (ANOVA, F@35 = 1,43, p = 0,244).

5.2. Evaluarea efectelor analgezice ale agomelatinei si repaglinidului Tn modelul

animal de durere viscerala indusa cu paclitaxel

Pornind de la ipoteza ca durerea viscerala indusa de paclitaxel este mediata de activarea
receptorilor TRPV1, iar agomelatina si repaglinidul ar putea fi antagonisti ai receptorului
TRPV1, ne-am propus In experimentul de fatd sa evaludm efectele analgezice ale celor doua

substante pe modelul animal de durere viscerald indusa cu paclitaxel.
Materiale si metode

Tn acest experiment au fost utilizati 40 de sobolani Wistar de sex feminin. Loturile

experimentale au fost:

e Lot CTL.: ser fiziologic 1 mL/kg corp i.p. + ser fiziologic 1 mL/kg corp per os;
e Lot PAC: paclitaxel 15 mg/kg corp i.p. + ser fiziologic 1 mL/kg corp per 0s;
e Lot PAC + TRM: paclitaxel 15 mg/kg corp i.p. + tramadol 80 mg/kg corp per os;



e Lot PAC + AGO: paclitaxel 15 mg/kg corp i.p. + agomelatind 40 mg/kg corp per os;
e Lot PAC + REPA: paclitaxel 15 mg/kg corp i.p. + repaglinid 16 mg/kg corp per os.

Substantele utilizate in acest experiment au fost administrate in doza unica.

Pentru evaluarea calitativa a nociceptiei viscerale a fost utilizata scala durerii abdominale.
Rezultate si discutii

In acest experiment au fost observate variatii semnificative statistic in ceea ce priveste
nociceptia viscerala (ANOVA, Fu3s) = 12,89, p < 0,0001). Administrarea intraperitoneala a
paclitaxelului in doza de 15 mg/kg corp a produs durere viscerald comparativ cu lotul CTL (p <
0,0001, corectie Bonferroni). Doar tramadolul a prezentat un efect analgezic semnificativ (p <
0,05).

6. Evaluarea efectelor agomelatinei si repaglinidului asupra durerii,

inflamatiei si stresului oxidativ ntr-un model animal de osteoartrita

6.1. Evaluarea efectelor analgezice si antiinflamatoare ale agomelatinei si

repaglinidului prin teste farmacologice, in modelul animal de osteoartrita

In studiul de fatd ne-am propus determinarea efectelor agomelatinei si repaglinidului

asupra durerii si inflamatiei, intr-un model animal de osteoartrita.
Materiale si metode

Toate procedurile experimentale realizate au respectat normele de Dbioetica

corespunzitoare Ghidului NIH pentru Ingrijirea si Utilizarea animalelor de laborator si liniile
directoare ARRIVE.

Loturile experimentale au fost:

e Ulei de parafina 0,1 mL intraplantar (ipl) si apa distilata 1 mL/100 g corp per os (CTL);

¢ Adjuvant Freund complet 0,1 mL ipl si apa distilata 1 mL/100 g corp per os (CFA);

¢ Adjuvant Freund complet 0,1 mL ipl si tramadol 80 mg/kg corp per os (CFA + TRM);

e Adjuvant Freund complet 0,1 mL ipl si dexametazona 1 mg/kg corp per os (CFA +
DEXA);

¢ Adjuvant Freund complet 0,1 mL ipl si agomelatina 40 mg/kg corp per os (CFA + AGO);



¢ Adjuvant Freund complet 0,1 mL ipl si repaglinid 16 mg/kg corp per os (CFA + REPA).

Au fost evaluate alodinia si hiperalgezia mecanica prin utilizarea filamentelor von Frey si
a testului Randall Selitto, hiperalgezia termica cu testul Hot plate (53° C), edemul labei cu
pletismometrul. Testele farmacologice au fost realizate initial, la 7 si 14 zile de la administrarea

intraplantara a adjuvantului Freund complet.
Rezultate si discutii

In urma evaluarii hiperalgeziei mecanice s-au observat variatii semnificative in ziua 7 a
experimentului (ANOVA, Fs, 54) = 5,664, p = 0,003), dar nu si in ziua 14 (Kruskal-Wallis, Hs)
=10,38, p = 0,065).

Sobolanii din lotul CFA au prezentat hiperalgezie mecanica in ziua 7. Adjuvantul Freund

.....

Tn urma determinirii alodiniei mecanice, s-au observat variatii semnificative ale pragului
de raspuns de 50% dupa o saptamana (Kruskal-Wallis, H) = 19,65, p = 0,0015) si 2 saptamani
de tratament (Kruskal-Wallis, Hs) = 21,42, p = 0,0007).

Administrarea intraplantard a reactivului Freund a produs o reducere semnificativa a
pragului de retragere a labei de 50% (p = 0,0007, corectic Bonferroni-Holm) dupa 7 zile,
comparativ cu lotul CTL. Efectul Tnregistrat dupa 14 zile a fost mai scazut.

O crestere a pragului de raspuns de 50% a fost inregistrata pentru toate substantele utilizate
in experiment, insa variatiile au fost semnificative doar pentru substanta de referinta (tramadol).

De remarcat este faptul ca dupa 2 saptamani de tratament, au existat variatii semnificative
ale hiperalgeziei termice (Kruskal-Wallis, Hi)= 30,25; p < 0,001). Animalele tratate cu reactivul
Freund au prezentat hipersensibilitate termica, inregistrandu-se o reducere a timpului de
percepere a durerii comparativ cu lotul CTL (p = 0,0324, corectie Bonferroni-Holm). Un efect
antihiperalgic semnificativ a fost observat in cazul substantelor de referinta si agomelatinei.

Rezultatele noastre sunt similare cu raportarile din studiile preclinice [93, 94].

Volumul labei posterioare a prezentat variatii semnificative atat la 7 zile (ANOVA, Fs 54
=19,15, p<0,001), cat si la 14 zile (Kruskal-Wallis, Hs) = 49,75, p < 0,001).



Animalele din lotul CFA au prezentat o inflamatie locala dupa 7 zile, manifestata prin
edem al labei posterioare. Mai mult decat atat, in ziua 14 a studiului preclinic, inflamatia indusa
de adjuvantul Freund s-a mentinut.

Efectul antiinflamator a fost evidentiat pentru o singura substanta, dexametazona.

6.2. Evaluarea radiologicd a efectelor agomelatinei si repaglinidului asupra

inflamatiei in modelul animal de osteoartrita

Obiectivele principale ale evaluarii imagistice cu raze X au fost confirmarea instalarii
osteoartritei dupa administrarea intraplantara a adjuvantului Freund complet si determinarea
efectului antiinflamator al substantelor de referinta (tramadol si dexametazona) si al substantelor

testate (agomelatina si repaglinid).
Materiale si metode

Sobolanii masculi Sprague-Dawley utilizati in experimentul prezentat in Capitolul 6 au
fost selectati dupa 18 zile pentru evaluarea imagistica cu raze X.

Examenul radiologic a fost realizat la Spitalul veterinar Pet Stuff Bucuresti cu ajutorul
aparatului Drager.

Imaginile obtinute au fost examinate si interpretate de un medic radiolog. Modificarile
osteoarticulare au fost analizate si clasificate semicantitativ cu ajutorul scorurilor de la 0-3 [95-
97].

Rezultate si discutii

Conform evaluarii radiologice realizata in ziua 18 a experimentului, administrarea
intraplantara a reactivului Freund complet in doza unica a indus osteoartrita, caracterizata prin
modificari degenerative osoase si articulare, reactie periostala si edem la nivelul tesutului moale.
Efectul inregistrat a fost semnificativ comparativ cu lotul CTL (p = 0,001, corectie Bonferroni).

Administrarea orald a tramadolului nu a influentat modificarilor osteoarticulare induse de
reactivului Freund. Animalele din acest lot au prezentat un scor al osteoartritei cu valori cuprinse
intre 2 si 3.

Dexametazona, substanta de referintd cu efect antiinflamator, a prezentat un efect
protector fatd de actiunea adjuvantul Freund complet. Pentru animalele din acest lot a fost

inregistrat un scor cu valori scazute, modificarile osteoarticulare si edemul fiind minime. Efectul



antiinflamator al dexametazonei evaluat prin analiza radiologica a labei posterioare este in
concordantd cu rezultatul determinat cu ajutorul pletismometrului. Mai mult decat atat, o
reducere a inflamatiei induse de adjuvantul Freund in urma administrarii dexametazonei a fost
evidentiatd si in alte studii preclinice [98]. Efectul benefic al dexametazonei este rezultatul
scaderii nivelului de citokine proinflamatorii, implicate in initierea si mentinerea inflamatiei
[99].

Nu a fost observat un efect protector pentru tramadol, agomelatina si repaglinid Tmpotriva
actiunii adjuvantului Freund complet. Variatiile scorului de severitate a osteoartritei au fost

nesemnificative comparativ cu lotul CFA (p > 0,05).

6.3. Evaluarea histologici a efectelor agomelatinei si repaglinidului asupra

inflamatiei in modelul animal de osteoartrita

Tn acest studiu ne-am propus si realizim evaluarea histologica a probelor de tesut obtinute
in urma recoltarii labelor posterioare de la animalele de experienta testate in Capitolul 6., pentru
validarea inducerii osteoartritei in urma administrarii adjuvantului Freund complet si

determinarea unei posibile actiuni protectoare a medicamentelor utilizate.
Materiale si metode

Au fost selectati 34 de sobolani masculi Sprague-Dawley pentru determinari histologice
(primele 2 loturi — 5 animale/lot, ultimele 4 loturi — 6 animale/lot).

Animalele de experienta au fost eutanasiate prin disclocare cervicala. Au fost recoltate de
la sobolani labele posterioare drepte prin taiere la o distanta de 2-3 mm deasupra gleznei. Dupa
fixarea tesutului, a fost realizata decalcifierea. Probele au fost prelucrate, sectionate si colorate
conform protocoalelor in vigoare [100].

S-a utilizat coloratia standard HE pentru evidentierea gradului de inflamatie si prezentei
si distributiei celulelor in tesuturi [100].

Probele de tesut au fost evaluate pentru stabilirea gradului de inflamatie, iar analiza
semicantitativa a fost realizata prin acordarea unui scor cu puncte cuprinse in intervalul 0-3 [97,
101, 102].

Gradul de inflamatie a fost stabilit cu ajutorul scorurilor de catre un analist, fard ca acesta

s cunoasca detalii despre sectiunile analizate.



Rezultate si discutii

Administrarea intraplantara a adjuvantului Freund complet a produs inflamatie profunda,
cu afectarea tesutului subcutanat, musculaturii striate, tesuturilor profunde periarticulare si a
periostului. Infiltratul inflamator prezent la nivelul tesuturilor a fost alcatuit din limfocite,
plasmocite, macrofage, celule polimorfonucleare si neutrofile. Histiocitele epitelioide au fost
implicate in formarea inflamatiei granulomatoasa. Prin comparatie cu lotul CTL, pentru lotul
CFA a fost evidentiatd o inflamatie semnificativa a tesuturilor de la nivelul labei posterioare (p
< 0,001, corectie Bonferroni). Rezultatele noastre sunt in concordanta cu datele din literatura de
specialitate, studiile anterioare demonstrdnd modificari histopatologice similare in urma
administrarii reactivului Freund [101].

Dexametazona a prezentat efect antiinflamator, producand o reducere semnificativa a
infiltratului inflamator indus de adjuvantul Freund (p = 0,01). Efectul antiinflamator al
dexametazonei a fost evidentiat prin analiza histopatologica si in alte studii preclinice,
rezultatele obtinute n cadrul experimentului nostru fiind in concordanta cu cele din literatura
[95, 103].

Pentru tramadol, agomelatina si repaglinid nu a fost identificat un efect antiinflamator.

6.4. Evaluarea biologica a efectelor agomelatinei si repaglinidului asupra inflamatiei

si stresului oxidativ in modelul animal de osteoartrita

Tn acest studiu, ne-am propus s evaluim efectele medicamentelor asupra inflamatiei si

stresului oxidativ in modelul animal de osteoartrita, descris anterior in Capitolul 6.
Materiale si metode

Au fost selectati 48 de sobolani masculi Sprague-Dawley pentru determiniri biologice. Tn
vederea realizarii determinarii nivelurilor de citokine proinflamatorii si tioli totali, animalele au

fost eutanasiate prin dislocare cervicala.
Rezultate si discutii

Rezultatele cercetarii au evidentiat pentru lotul CFA o crestere semnificativa statistic a
concentratiei IL6, comparativ cu lotul martor fara osteoartrita. Realizdnd comparatia cu lotul
martor CFA, s-a observat ca substantele testate in acest experiment nu au modificat semnificativ

statistic concentratia IL6, cu exceptia tramadolului care a scazut concentratia 1L6.



Concentratia sericad a TNFa a fost redusd semnificativ statistic pentru loturile tratate cu
repaglinid si dexametazona, atat fatd de lotul martor non-osteoartritic, cat si fata de lotul martor
cu osteoartrita indusda de adjuvantul Freund complet. Rezultatele noastre au aratat faptul ca
repaglinidul reduce concentratiile celor doua citokine, fard a influenta modificarile radiologice
specifice osteoartritei, ceea ce duce la concluzia ca substanta nu are efect antiinflamator la nivel
articular. Reducerea concentratiei serice de TNF-a fatd de lotul CFA, realizatd prin
administrarea dexametazonei (p < 0,0001) se coreleaza cu reducerea severitatii osteoartritei
indusa de adjuvantul Freund.

Rezultatele cercetarii au aratat o reducere semnificativa a glutationului la animalele cu
osteoartritd fatd de lotul martor non-osteoartritic. Comparativ cu lotul CFA, numai
dexametazona a produs crestere semnificativa statistic a concentratiei glutationului (p = 0,0056).
Loturile tratate cu tramadol, agomelatina si repaglinid au indus cresteri ale glutationului, dar

nesemnificative fata de lotul martor osteoartritic.

7. Evaluarea efectelor analgezice ale agomelatinei si repaglinidului intr-un

model animal de durere indusa cu capsaicina

Obiectivul principal al studiului de fata a fost reprezentat de evaluarea efectelor analgezice
ale agomelatinei si repaglinidului, doi potentiali antagonisti TRPV1, in modelul animal de

durere indusa cu capsaicina.
Materiale si metode

Experimentul de fata a fost efectuat in conformitate cu normele de bioetica privind
cercetarea pe animalele de laborator in scop stiintific, conform Ghidului NIH pentru Ingrijirea
st Utilizarea animalelor de laborator si liniile directoare ARRIVE.

Loturile experimentale au fost:

e Ser fiziologic 0,1 mL ipl. si ser fiziologic 0,1 mL per os (CTL);

e Capsaicina 10 ng/0.1 mL ipl. si ser fiziologic 0,1 mL per os (CAP);

e Capsaicina 10 ng/0.1 mL ipl. si capsazepind 1 pg/mL ipl (CAP + CPZ);

e Capsaicina 10 pg/0.1 mL ipl. si agomelatina 80 mg/kg corp per os (CAP + AGO);
e Capsaicind 10 pg/0.1 mL ipl. si repaglinid 32 mg/kg corp per os (CAP + REPA).



In modelul animal de durere indusa prin administrarea intraplantara a capsaicinei au fost
realizate teste farmacologice pentru determinarea efectului analgezic al medicamentelor
administrate. Astfel a fost realizat testul capsaicinei si ulterior a fost determinata hiperalgezia

termica cu ajutorul testului Hot plate.
Rezultate si discutii

S-au observat modificari semnificative statistic intre loturile experimentale Tn cadrul
testului capsaicinei (Kruskal-Wallis, Has) = 22,40, p = 0,0002). Comparativ cu lotul CTL,
administrarea intraplantard a capsaicinei a produs o crestere semnificativa statistic a timpului
corelat cu nociceptia spontana (p < 0,001, corectie Bonferroni). Aceasta nociceptie spontana se
caracterizeaza prin ridicarea, lingerea sau muscarea labei injectate si are o durata de aproximativ
5 minute [104].

Rezultatele noastre au fost similare cu cele raportate in studiile preclinice [104]. Imediat
dupa administrarea capsaicinei, animalele din lotul CAP au prezentat o crestere semnificativa a
timpului asociat nociceptiei spontane comparativ cu lotul CTL, urmata la 5 minute de o
hiperalgezie la stimulul termic, dar care a disparut dupa 30 de minute. Hiperalgezia termica dupa

administrarea capsaicinei a fost evaluata si alte studii preclinice si s-a constatat ca intensitatea

[104, 105].

Efectul analgezic al substantelor (capsazepina, agomelatina, repaglinid) a fost
semnificativ statistic in testul Hot plate. Aceste substante au produs o crestere semnificativa a
latentei reactiei la durere fata de valorile inregistrate pentru lotul CAP dupa 5 minute. Actiunea

analgezica apare probabil ca o consecinta a blocarii receptorilor TRPV1.

8. Evaluarea efectelor agomelatinei si repaglinidului asupra activitaitii
canalelor TRPV1 si TRPA1

In studiul de fatd ne-am propus evidentierea efectelor celor doui substante, agomelatina
si repaglinid, asupra activititii canalelor TRPV1 si TRPAIl. In vederea determinirii
mecanismului de actiune a medicamentelor, am evaluat activitatea de agonist sau antagonist a

substantelor.



Materiale si metode

Evaluarea in vitro a fost realizata in colaborare cu Centrul de Fiziologie si Farmacologie,
Institutul de Fiziologie, Universitatea de Medicina din Viena, Austria.

Au fost utilizate celule HEK293T netransfectate si transfectate in vederea determinarii
nivelurilor de calciu. Substantele de testat au fost aplicate inaintea agonistilor celor doua canale

(izotiocianatul de alil pentru TRPA1 si capsaicina pentru TRPV1).
Rezultate si discutii

Pentru agomelatina se observa o crestere a nivelului de calciu intracelular la concentratie
de 10 uM, fapt ce denoti o actiune de tip agonist asupra receptorului TRPA1. In ceea ce priveste
activitatea TRPV1, s-a observat o reducere a concentratiei de calciu intracelular in urma aplicarii
agomelatinei 100 puM. Acest efect este corelat cu o actiune de antagonist modestd asupra
receptorului TRPV1. Lipsa selectivitatii poate fi explicatd pe baza similaritatii structurale dintre
cele doud canale [106]. Efecte asemanatoare asupra celor doud canale au fost evidentiate si
pentru capsazepina [107, 108].

Variatiile activitatii canalelor TRPA1 si TRPV1 inregistrate pentru repaglinid sunt
minime. Lipsa activitatii antagoniste asupra receptorului TRPV1 observata in experimentul de
fata releva faptul ca repaglinidul este un fals pozitiv identificat in studiile in silico de drug

repurposing.
Concluzii si contributii personale

Am realizat studii in silico de drug repurposing pentru identificarea unor noi potentiali
modulatori TRPV1. Modelul predictiv propus a avut o acuratete mai mare pentru clasificarea
agonistilor TRPV1 decat a antagonistilor, valorile ROC AUC fiind de 0,980 pentru predictia
agonistilor, 0,972 pentru antagonisti si 0,952 pentru moleculele inactive. Dupa screening-ul
medicamentelor aprobate cu algoritmul validat, repaglinid (antidiabetic) si agomelatina
(antidepresiv) au fost identificati ca potentiali antagonisti TRPV1, iar protokylol
(bronhodilatator) ca agonist.

Cercetarea a continuat cu validarea unui model animal de durere viscerala indusa prin
administrarea intraperitoneala in doza unica a paclitaxelului. Am constatat ca paclitaxelul a

~

indus durere viscerala semnificativa, urmatd de hipersensibilitate mecanica si termica. In



modelul animal de durere viscerala indusa cu paclitaxel in doza de 15 mg/kg corp, am evidentiat
ca agomelatina si repaglinidul au redus intensitatea durerii viscerale, insa variatiile nu au fost
semnificative statistic.

Ulterior, efectele analgezice si antiinflamatoare ale agomelatinei si repaglinidului au fost
cercetate intr-un model animal de osteoartritd. Agomelatina a redus semnificativ statistic
hipersensibilitatea termica dupa 14 zile si repaglinid hipersensibilitatea mecanica dupd 7.
Substantele testate nu au redus inflamatia indusa de adjuvantul Freund complet, efect evidentiat
si prin evaluare radiologica si histologica. Repaglinidul a produs insa o scadere semnificativa a
citokinelor proinflamatorii din ser, iar variatiile inregistrate pentru agomelatind nu au fost
semnificative statistic. Ambele substante au prezentat efect antioxidant.

Tn plus, agomelatina si repaglinidul au redus semnificativ hipersensibilitatea termica
indusa de capsaicina.

Prin studii in vitro am aratatat ca agomelatina actioneaza ca agonist TRPA1 si antagonist
modest TRPV1, iar efectele repaglinidului sunt independente de activitatea celor doud canale.

Pe baza rezultatelor obtinute, se poate concluziona cd agomelatina si repaglinid au
prezentat un efect analgezic in cele douda modele de durere, dar nu si un efect antiinflamator.

Contributiile personale din cadrul cercetarii sunt:

e Am stabilit unui model in silico de drug repurposing utilizand strategii bazate pe liganzi,
pe structura si pe invatare automata pentru identificarea unor noi modulatori ai receptorului
TRPV1. Pe baza acestui model au fost identificate pentru prima data doua molecule cu potential
efect analgezic: repaglinid si agomelatina, cu actiune potential antagonistd asupra receptorilor
TRPV1. De asemenea, am identificat protokylolul, un potential agonist al acestor receptori
(Capitolul 4);

e Am validat un model de inducere a durerii viscerale prin administrarea intraperitoneala
a paclitaxelului Tn doza unica. Pentru validarea acestei metode am realizat relatia doza-efect
privind intensitatea durerii viscerale induse de citostatic. De asemenea, am evaluat efectul
analgezic al agomelatinei si repaglinidului in modelul animal de durere viscerala indusa cu
paclitaxel. Acest model poate servi pentru determinarile diversilor compusi cu potentiala actiune
analgezica (Capitolul 5);

e Am indus osteoartrita prin administrarea adjuvantului Freund complet la sobolan si am

facut o evaluare comparativa asupra efectului analgezic si antiinflamator a doua substante de



referintd: tramadol si dexametazona si a substantelor de testat: repaglinid si agomelatina
(Capitolul 6);

e Am evidentiat efectul analgezic al repaglinidului agomelatinei in durerea indusd de
osteoartritd, efect comparabil cu al tramadolului (Capitolul 6);

e Am demonstrat ca repaglinidul, agomelatina, dar si tramadolul nu prezintd efect
antiinflamator si nu protejeaza impotriva progresiei osteoartritei, efect observat la dexametazona
(Capitolul 6);

e Am demonstrat ca repaglinidul produce o scadere a nivelului de citokine proinflamatorii
din sénge (Capitolul 6);

e Am concluzionat cd ambele substante testate au redus stresul oxidativ, ca o consecinta a
efectului antioxidant (Capitolul 6);

e Pe modelul animal de durere indusa de capsaicina, am demonstrat aparitia efectelor
analgezice ale agomelatinei si repaglinidului (Capitolul 7);

e Am demonstrat prin studii in vitro ca agomelatina actioneaza ca agonist TRPA1 si
antagonist modest TRPV1, iar efectul analgezic al repaglinidului este independent de activitatea

celor doua canale dependente de ionul de calciu (Capitolul 8).
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