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RESUMO

O uso clinico do paclitaxel (PAC) como agente quimioterdpico &
limitado pelos seus efeitos adversos, especialmente a inducdo de dor.
Embora seja bem conhecido que o tratamento prolongado com o
paclitaxel poderia levar a dor neuropatica, a administracdo Unica de
PAC também pode provocar uma sindrome de dor aguda, o que se
acredita ser causada pela sensibilizagdo de nociceptores. O receptor de
potencial transitério vaniloide tipo 1 (TRPV1) é expresso
principalmente nos nociceptores, onde desempenha um papel chave na
detecgdo de véarios estimulos dolorosos nocivos. O TRPV1 foi implicado
no desenvolvimento da dor neuropética induzida pelo PAC, mas o seu
papel na sindrome da dor aguda relacionada com o PAC é desconhecido.
Assim, o objetivo deste estudo foi observar a participacdo do canal
TRPV1 em um modelo de sindrome de dor aguda induzida por PAC em
ratos. Para isso foram utilizados ratos Wistar machos (200-300g). O
modelo de sindrome de dor aguda utilizado foi a administracdo de PAC
intraperitoneal (1 mg/kg, i.p., dose Unica). O limiar mecanico e a
laténcia ao calor foram avaliadas na pata traseira direita dos animais,
estes valores foram medidos utilizando filamentos de von Frey com
intensidade crescente (6-100g) ou o teste de Hargreaves (através de um
feixe de luz radiante de 60 W), respectivamente. Para avaliar a
participacdo do receptor TRPV1 neste modelo foi utilizado o
antagonista seletivo (SB-366791; 0,5 mg/kg; i.p.) ou provocada a
desensibilizacdo das fibras TRPV1 positivas com o uso de um agonista
TRPV1 potente (resiniferatoxina, 200 pg/kg, s.c.; administrado 7 dias
antes da injecdo de PAC). A hiperalgesia quimica causada pela
capsaicina foi observada pela administracdo intraplantar de capsaicina
(0,01 nmol/pata/100 pyL). Também foram realizados ensaios para avaliar
0 aumento da expressdo do receptor TRPV1 ap6s a adminstracdo de
PAC como o western blot (amostras do ganglio da raiz dorsal - GRD ou
nervo ciatico) e a imunofluorescéncia (GRD). A sensibilizacdo do
receptor TRPV1 foi avaliada utilizando a técnica de influxo de calcio

provocado pela capsaicina (500 nM) em GRD em cultura e expostos ao
PAC (50 uM, 24 horas antes). A administracdo de PAC causou o
densenvolvimento de alodinia mecénica e hiperalgesia ao calor 24 horas
ap6s a administragdo. O antagonista do canal TRPV1 ou a
dessensibilizacdo das fibras sensoriais TRPV1-positivas com o uso de






um agonista TRPV1 foram capazes de reduzir a alodinia mecénica e a
hiperalgesia calor induzida por PAC. Também observamos o
desenvolvimento de hiperalgesia quimica para o agonista TRPV1
capsaicina, aumento da imunorreatividade do receptor TRPV1 e do
nimero de neurbnios TRPV1 positivos de pequeno didmetro em
ganglios da raiz dorsal (GRD, L3-L5) 24 horas apés a administracdo de
PAC. Além disso, 24 horas de incubacdo com PAC em culturas de
neurdnios de GRD aumentou ndo s6 a percentagem de neuronios que
responderam a capsaicina, mas também a amplitude de resposta causada
pela capsaicina. Em conclusdo, apés a administracdo Unica de PAC o
aumento da sensibilizacdo e expressdo do receptor TRPV1 poderia
contribuir para o desenvolvimento de alodinia mecénica e hiperalgesia
ao calor. Dessa forma, o blogueio do receptor TRPV1 poderia ser
explorado como um possivel alvo para o tratamento da sindrome de dor
aguda associada ao PAC.

Palavras-chave: Capsaicina; Resiniferatoxina; Alodinia; Hiperalgesia;
Dor Neuropaética.






ABSTRACT

The clinical use of paclitaxel (PAC) as a chemoteraphic agent is limited
by its adverse effects, especially pain induction. Although it is well
known that prolonged treatment with paclitaxel could lead to
neuropathic pain, single administration of PAC may also cause an acute
pain syndrome, which is believed to be caused by a sensitization of
nociceptors. The transient receptor potential vanilloid type 1 (TRPV1) is
expressed mainly in nociceptors, where it plays a key role in the
detection of several noxious painful stimuli. TRPV1 has been implicated
with PAC-induced neuropathic pain, but its role in PAC-related acute
pain syndrome is unknown. Thus, the goal of this study was to observe
the participation of TRPV1 in a model of acute pain syndrome induced
by PAC in rats. For this male Wistar rats (200-300g) were used. The
acute pain model used was the intraperitoneal administration of PAC (1
mg/kg, i.p., dose Unica). The mechanical limiar and the heat latency
were evaluated in the right hindpaw of animals, and these values were
measured using von Frey hair filaments with increasing force (6-100g)
or the Hargreaves test (a radiant heat stimulus with a high-intensity
projector lamp bulb 60 W), respectively. To evaluate the involvement of
the TRPV1 receptor in this model the selective antagonist (SB-366791;
0.5 mg/kg; i.p.) was used or the TRPV1-positive sensory fiber ablation
using a potent TRPV1 agonist (reniferatoxin, 200 pg/kg; s.c.;
administered 7 dias before the PAC injection). The chemical
hyperalgesia to capsaicin was observed by the intraplantar injection of
capsaicin (0.01 nmol/paw/100 pL). Different assays were used to
evaluate the increase expression of TRPV1 such as western blot (dorsal
root ganglion — DRG or sciatic nerve) and immunofluorescence (DRG).
The TRPV1 sensitization was observed using the calcium influx induced
by capsaicin (500 nM) in isolated DRG in culture exposed to PAC (50
UM, 24 hours before). Single administration of PAC produced
mechanical allodynia and heat hyperalgesia 24 hours after
administration. The TRPV1 antagonism or the TRPV1-positive sensory
fiber ablation was able to largely reduce the mechanical and heat
hyperalgesia induced by PAC. Twenty four hours after its injection PAC
also induced chemical hyperalgesia to the TRPV1 agonist capsaicin
(0.01 nmol/site), increased TRPV1 immunoreactivity and the number of
TRPV1-positive neurons in dorsal root ganglion (DRG, L3-L5).






Moreover, 24 hours incubation with PAC (50 uM) in cultured DRG
neurons increased not only the proportion of neurons responsible to

capsaicin, but also the amplitude of capsaicin-induced increase of
calcium transients. In conclusion, TRPV1 increased expression and
sensitization after PAC single injection could induce nociceptor
sensitization and the development of mechanical allodynia and thermal
hyperalgesia. Then, the TRPV1 receptor could be explored as a possible
target for the treatment of PAC-associated acute painful syndrome.

Keywords: Capsaicin; Resiniferatoxin; Allodynia; Hyperalgesia;
Neuropathic Pain.
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1 INTRODUCAO
1.1 FISIOPATOLOGIA DA DOR

Durante o processo de selecdo natural, os animais desenvolveram
varios mecanismos fisiolégicos que permitiram a sua sobrevivéncia
(Barroso et al., 2014), dentre eles um dos mais importantes esta a dor,
pois é através deste sintoma que 0s animais e humanos tem consciéncia
de que sua integridade estd sendo ameagada (Cruvinel et al., 2010).
Além deste aspecto protetor, a dor é um relevante problema de salde,
sendo uma razdo bastante comum para a procura de atendimento clinico
e uso de farmacos (Brennan et al., 2006). A dor gera um profundo
impacto na qualidade de vida dos pacientes, levando a consequéncias
tanto em nivel fisiolégico (aumento de complicacdes pds operatdrias,
desenvolvimento de dor crbnica) psicolégico (aparecimento de
transtornos psiquiatricos como a depressdo e ansiedade), social (menor
capacidade de trabalho levando ao desemprego, menor renda familiar e
interacdo social) e econémico (gastos com cuidados médicos e
medicamentos) (Bassols et al., 2002; Fishman, 2007; Lohman et al.,
2010).

De acordo com a Associagdo Internacional para o Estudo da Dor
(TASP), a dor pode ser definida como “uma experiéncia sensorial €
emocional desagradavel associada a lesdo tecidual real ou potencial, ou
ainda descrita em termos que sugerem tal lesdo”, entdo esta sensacdo
deve ser entendida como um fenémeno subjetivo (Loeser et al., 2008).
Ja o termo nocicepcdo, designa os processos de codificacdo neural e
processamento de estimulos nocivos, e é este componente que podemos
medir em modelos animais de dor (Loeser et al., 2008).

Dessa maneira, considera-se que existam trés principais formas
de dor: nociceptiva, inflamatéria e neuropatica (Gibbs et al., 2008). A
dor nociceptiva tem como fungéo proteger o organismo de uma possivel
lesdo, para o seu bem-estar e sobrevivéncia (Woolf, 2010). Para que
ocorra 0 processamento do estimulo nociceptivo é necessario que
inicialmente, nociceptores (terminacfes nervosas livres de neurdnios
nociceptivos) sejam ativados por estimulos quimicos, térmicos ou
mecanicos. O corpo celular dos neurbnios nociceptivos estdo localizados
em diferentes ganglios, como o génglio da raiz dorsal (GRD) para o
corpo, o ganglio nodoso para as visceras e o ganglio do trigémio (GT)
para a face (Mantyh et al., 2006; Basbaum et al., 2009). De cada GRD
sai um axdnio que se divide em dois troncos, sendo que um deles se
dirige para os tecidos periféricos e 0 outro para a medula espinhal no
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caso dos nervos espinhais ou para o tronco encefalico no caso dos
nervos cranianos (Devor, 1999).

Existem diferentes grupos de fibras baseadas em critérios
anatdémicos e funcionais que podem conduzir estimulos sensoriais, como
as aferentes mielinizadas de grande didmetro (AB) que medeiam a
transmissdo rapida de estimulos sensoriais inécuos (estimulos
proprioceptivos e tato). Ao contrario, corpos celulares de pequeno e
médio didmetros ddo origem a maioria dos nociceptores, incluindo
fibras desmielinizadas e condutoras lentas de estimulos sensoriais,
denominadas fibras C e as fibras Ad que sdo pouco mielinizadas de
médio didmetro e condutoras de estimulos rapidos dolorosos (Figura 1)
(Rang et al.,1991; Julius et al, 2001).
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Figura 1 - Transmissdo do estimulo nociceptivo. Diferentes vias envolvidas no
transporte da informagdo nociceptiva da periferia até centros supra-espinhais.
Adaptado de Bashaum et al. (2009).

Apbs a ativacdo dos nociceptores, a informagdo sensorial é
transmitida até o corno dorsal da medula espinhal, principalmente
laminas I, Il e V. As terminagdes pré-sindpticas nociceptivas possuem
canais de célcio regulados por voltagem do tipo N que permitem o
influxo de calcio e assim provocam a liberacdo de neurotransmissores
excitatérios como a substancia P (SP) e o glutamato. Apos a liberacdo
destes mediadores excitatérios ocorrerd a ativagdo de neurbnios
nociceptivos de segunda ordem e neurbnios de ampla faixa dindmica
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gue conduzem a informacdo até centros superiores. Esta informacédo
pode ascender por duas vias nociceptivas até o cortex somatossensorial,
insular e cingulado onde as diferentes dimensdes da dor serdo
processadas (Hunt e Mantyh, 2001). A percepcao do estimulo doloroso
pode ascender pelos tratos nervosos espinotalamico em direcdo ao
tdlamo, logo, essa informacdo é direcionada para o cOrtex somato-
sensorial (via espinotalamica), o qual fornece informagbes sobre a
localizacdo e a intensidade do estimulo doloroso. Também, as projecdes
do ndcleo parabraquial e amigdala convergem para o cortex insular e
cingular (via espinoparabraquial amigdaloide), atribuindo o componente
afetivo emocional a experiéncia dolorosa (Figura 1). O impulso elétrico
gue determina a sensacdo dolorosa pode também ser modulado por vias
inibitérias (Basbaum et al., 2009; Moraes et al., 2014).

A dor de origem inflamatéria resulta, resumidamente, da
interacdo de mediadores inflamatorios liberados pelo tecido danificado
com 0s neurdnios sensoriais nociceptivos periféricos. Porém, na dor
inflamatdria além da ativacdo dos nociceptores temos a producdo de
mediadores inflamatérios no tecido lesado e a ativacdo do sistema
imune (Woolf, 2010). A dor inflamatoria é também protetora e tem a
funcdo de resguardar o local lesado até a recuperacdo do tecido
(Basbaum et al., 2009; Woolf, 2010). J4, quando esta forma de dor
torna-se crbnica, como nas artrites, pode persistir por meses e até anos,
sendo importante o seu tratamento adequado (Ashburn e Staats, 1999).

A dor denominada de neuropatica ocorre quando o sistema
nervoso central ou periférico ndo estdo funcionando corretamente,
devido a lesdo ou doenca nestes tecidos (Loeser e Treede, 2008). Dessa
forma, normalmente sdo descritos sintomas como parestesias, €
sensagdo de queimacdo ou choque principalmente nas extremidades
(Dougherty et al., 2004). Também pode ocorrer 0 aparecimento de
sintomas como alodinia, que é a percepcdo dolorosa de estimulos
previamente descritos como indcuos, e de hiperalgesia, que é descrito
como a exacerbacdo da dor a estimulos ja descritos como dolorosos
(Loeser e Treede, 2008). A dor neuropatica é de dificil tratamento e
frequentemente torna-se crbnica, 0 que provoca a incapacitancia do
paciente (Woolf, 2010). Ainda esta forma de dor pode ser provocada por
dano ao tecido neuronal periférico pela administracdo de
quimioterapicos no tratamento de pacientes com cancer (Mantyh, 2006).
Além disso, a dor neuropética provocada por quimioterapicos reduz a
qualidade de vida dos pacientes e muitas vezes impossibilita o
tratamento correto dos tumores, por tornar-se um sintoma limitante para
0 aumento da dosagem (Quasthoff e Hartung, 2002). Entdo, a descoberta
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dos mecanismos associados a dor provocada por quimioterapicos €
relevante e poderia propor novas terapias analgésicas (Gilron et al.,
2015).

12 DOR  RELACIONADA  AO CANCER E AOS
QUIMIOTERAPICOS

Dentre as doencas que apresentam percepcdo alterada de
estimulos sensoriais, o cancer é merecedor de extensiva atencéo, ja que
tem sido estimado que mais de 10 milhGes de pessoas sejam
diagnosticadas com cancer a cada ano e até 2030 esses valores tendem a
aumentar para 27 milhdes segundo a organizacdo mundial da salde
(OMS, 2014). O maior temor entre 0s pacientes com cancer e seus
familiares é a falta de tratamento adequado para a dor que pode estar
associada ao tumor ou aos tratamentos (Mantyh, 2006). E importante
observar que o objetivo da terapia da dor oncoldgica é o de proporcionar
suficiente alivio para que pacientes possam tolerar as abordagens
terapéuticas necessarias para tratar o cancer, e mais do que isso €
aumentar a qualidade de vida dos mesmos (Tay e Ho, 2009). De fato, o
alivio de sintomas aflitivos pode ter um impacto positivo no curso da
doenca, ja que estudos mostraram que a dor foi capaz de aumentar o
crescimento dos tumores e metastases (Page et al., 1993; Sasamura et
al., 2002).

Portanto, percebe-se que a dor relacionada ao cancer,
independente de sua origem (induzida pelo tumor ou pelo tratamento
antineoplasico), deveria se tornar parte integrante do tratamento do
cancer, visando uma reducdo do sofrimento e mais do que isso, uma
diminuicdo no nimero de mortalidade (Novotny e Szekeres, 2005). Para
isto, & importante compreender os mecanismos neurobiolégicos pelos
quais os tumores geram e mantém a dor (Pacharinsak e Beitz, 2008). A
dor relacionada ao tumor é pelo menos parcialmente mantida por um
estado de sensibilizacdo sensorial através do crescimento das células
tumorais no local e também pelas alteracdes neuroquimicas na medula
espinhal que promovem um aumento da transmissdo da informacéo
nociceptiva (Mantyh, 2006), tornando a dor mais intensa e
incontrolavel.

A dor associada ao cancer pode também estar vinculada a terapias
utilizadas no tratamento do tumor. De fato, a maioria de pacientes com
cancer utiliza a terapia quimioterapica na tentativa de combater o tumor
e isso se torna um dos fatores mais importantes na determinacdo da
sobrevivéncia e qualidade de vida dos mesmos (Quasthoff e Hartung,
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2002). Hoje em dia, tanto o aprimoramento de novos agentes
guimioterapicos quanto o emprego de diferentes regimes de
administragdo que os torne mais eficazes e seguros tem avancgado,
promovendo uma sobrevida prolongada dos pacientes e a promessa de
um retorno & vida normal. Este progresso, entretanto, tem um prego, 0
sistema nervoso é frequentemente alvo da terapia na inducdo de
toxicidade (Mantyh, 2006). A neurotoxicidade causada por
quimioterapicos € uma complicacdo clinicamente significativa. Essa
complicacdo faz com que 0s pacientes se tornem incapazes de completar
esguemas de tratamento bem-sucedidos, em funcdo da dor incapacitante
provocada pela neuropatia sensorial (Scripture et al., 2006; Windebank e
Grisold, 2008).

Dentre, os quimioterapicos que induzem dor apds a administracédo
esta o paclitaxel (PAC) (Nicolaou et al., 1995; Plast, 2003; Sandra et al.,
2006). O PAC inicialmente era obtido da casca do Teixo do Pacifico
(Taxus brevifolia) (Figura 2), no qual sua extracdo varia entre 40 a 165
mg/Kg. Para se adquirir 1 Kg de PAC, era necessario derrubar, no
minimo 3 mil arvores. Esta substancia foi descoberta em 1967 pelos
cientistas Dr. Monroe E. Wall e o Dr. Mansukh C. Wani que isolaram
componente da casca do Teixo e observaram sua atividade antitumor em
uma variedade de tumores em roedores (Nicolaou et al., 1995; Plast,
2003; Sandra et al., 2006). Além disso, para tratar um Unico paciente
seria necessario o corte e processamento de seis arvores com cem (100)
anos. Por este motivo, surgiu a necessidade da elaboracdo quimica
laboratorial através de sintese e semi-sintese da PAC. Foi assim que,
apos a sintese formal da estrutura do PAC (Figura 2B) esta molécula foi
descrita formalmente pelo quimico Nicolaou (Peltier e Russel, 2006;
Nicolaou, 2009).


http://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Taxus_brevifolia&action=edit&redlink=1
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Figura 2 - Imagem representativa da casca do Teixo do Pacifico (Taxus brevifolia)
planta da qual foi extraido o paclitaxel (A). Estrutura quimica do paclitaxel (B).
Fonte: Mike Trumball; Hauser Northwest.

Desde entdo o PAC tornou-se um dos quimioterapicos mais
efetivos na clinica médica para o tratamento de pacientes que
apresentam diferentes tumores sélidos, como céancer de ovario e mama,
sarcoma de Kaposi, cancer de pulmao, cancer de cérebro e cancer de
garganta. Este quimioterdpico apresenta sua acdo por interferir na
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funcdo normal de crescimento do microtibulo, impossibilitando o
crescimento rapido e desordenado das células tumorais. O PAC se liga
especificamente no microtibulo, propriamente na proteina tubulina,
sendo que o complexo resultante microtbulo/paclitaxel ndo pode ser
desfeito, tornando-se estavel. Isto afeta a célula de maneira adversa
porque a chamada instabilidade dindmica é necessaria para o0
funcionamento de transporte celular (Peltier e Russel, 2006; Nicolaou,
2009).

A maioria dos agentes antineoplasicos apresenta potencial
neurotéxico, e para 0 PAC esta neurotoxicidade ¢ uma complicacdo
clinicamente significativa, isto porque apresenta efeitos colaterais
limitantes da dose (Polomano et al., 2001; Scripture et al., 2006;
Windebank e Grisold, 2008). A principal manifestacdo de toxicidade é a
sindrome dolorosa crénica, caracterizada como uma dor neuropatica,
observada ao longo do tratamento com PAC (Rowinski et al., 1993;
Kohler e Goldspiel, 1994; Polomano et al., 2001; Siau et al., 2006;
Loprinzi et al., 2011). Além disso, muitas vezes surge a necessidade de
reduzir a dose do farmaco, prejudicando a terapia e podendo afetar
gravemente a qualidade de vida dos pacientes com cancer (Polomano et
al., 2001).

Apesar de a dor cronica estar bem estabelecida, tem sido relatado
recentemente que uma grande proporcdo de pacientes se queixa de
sensibilizacdo a dor nos primeiros dias de tratamento com o paclitaxel,
caracterizando a dor aguda da sindrome dolorosa induzida por esse
agente quimioterapico (Loprinzi et al., 2007). Além disso, a dor crbnica
experimentada por alguns pacientes parece ser de alguma forma
relacionada com a intensidade da dor aguda (Loprinzi et al., 2011).
Também, a maioria dos farmacos indicados para o tratamento da dor
aguda induzida pelo PAC, como opioides e anti-inflamatérios néo
esteroidais causam diversos efeitos adversos e ndo apresentam eficacia
terapéutica para esta sindrome dolorosa (Loprinzi et al., 2011; Fornasari
et al., 2012; Nalamachu et al., 2013). Porém, os mecanismos envolvidos
na dor aguda causada pelo paclitaxel sdo mal compreendidos e
protocolos padronizados para o tratamento deste tipo de dor ainda ndo
foram relatados (Pachman et al., 2011). A dor aguda observada ap6s o
tratamento com paclitaxel € normalmente entendida como uma sensacgéo
de queimacdo e choque em pacientes (Loprinzi et al., 2011; Reeves et
al., 2012) e algumas evidéncias tém apontado uma provavel
sensibilizacdo dos nociceptores nesta sindrome dolorosa (Loprinzi et al.,
2011; Pachman et al., 2011).


http://pt.wikipedia.org/wiki/Microt%C3%BAbulo
http://pt.wikipedia.org/wiki/Prote%C3%ADna
http://pt.wikipedia.org/wiki/Tubulina

42

Existe uma ampla variedade de moléculas envolvidas na
transdugdo de estimulos dolorosos relacionadas com esta patologia
dolorosa, podendo ser investigadas como elementos de grande
importancia para a descoberta de novos analgésicos. Dentre estas, um
relevante alvo é o receptor de potencial transitorio do tipo 1 (TRPV1),
que pode ser encontrado em nociceptores e é responsavel por mediar a
sensacdo de queimacdo em diversas patologias de dor (Caterina et al.,
1997; Schumacher, 2010). Desta maneira, este receptor poderia estar
envolvido no desenvolvimento da sindrome aguda causada pelo
paclitaxel.

1.3 MECANISMOS ENVOLVIDOS NA DOR NEUROPATICA E
AGUDA CAUSADA POR PAC

A dor neuropética é uma reacdo adversa comum de varias classes
de farmacos quimioterapicos, incluindo o PAC (Jaggi e Singh, 2012).
Esta forma de dor pode ser provocada por efeitos diretos e indiretos
sobre 0s nervos sensoriais, causando alteragdo na amplitude e na
velocidade de condugdo do potencial de acdo provocando dor. Dessa
forma, o uso de modelos animais de dor neuropatica causada por
guimioterapicos é de grande importancia para o desenvolvimento de
novos analgésicos (Jaggi e Singh, 2012). Vérios estudos relatam que a
administracdo de PAC, em roedores causa neuropatia com dano
neuronal periférico com degeneragdo axonal, provocando dor
neuropética (Cliffer et al., 1998). Além disso, foi observado que a dor
neuropética evocada por PAC, esta associada a um aumento do nimero
de mitocondrias danificadas em axdnios sensoriais primarios (Flatters e
Bennett, 2006). E também, Siau e Bennett (2006) demostraram a
atenuacdo da dor neuropatica induzida por PAC, com farmacos que
diminuem os niveis de célcio extracelular e intracelular em membranas
permeédveis a quelantes de célcio. Dessa forma, na dor neuroptica
causada por PAC, é evidente o dano neuronal e mitocondrial, além de
um possivel aumento das concentracfes de calcio intracelulares, todos
estes fendmenos poderiam auxiliar no desenvolvimento de excitacéo
periférica dos neurdnios sensoriais (Jaggi e Singh, 2012).

No entanto, outros mecanismos parecem ser importantes para o
desenvolvimento de dor neuropatica causada por PAC, como os canais
de calcio modulados por voltagem, ja que a toxina Phalp reduziu estes
comportamentos em ratos (Rigo et al., 2013). Também, foi observado
que a subunidade al1d1 dos canais de calcio regulados por voltagem
poderia ter sua expressdo aumentada na medula espinhal dorsal apés
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administragdo de PAC (Xiao et al.,, 2007; Gauchan et al., 2009a;
Gauchan et al., 2009b; Gauchan et al., 2009c) e a administracdo de
gabapentina diminuiu a nocicepgéo causada pelo paclitaxel (Matsumoto
et al., 2006). Os canais de sédio regulados por voltagem também
parecem ser importantes para o desenvolvimento de dor neuropética
devido a administragdo de quimioterapicos (Ling et al., 2007). Também,
foi descrito que bloqueadores de canais de sédio regulados por voltagem
(doses baixas de tetrodotoxina) poderiam reduzir a dor neuropética por
paclitaxel (Nieto et al., 2008). Entdo estes estudos demonstram que
canais de calcio e de sodio regulados por voltagem teriam uma
participacdo na dor neuropética causada por PAC (Jaggi e Singh, 2012).

Outro mecanismo importante para a dor neuropatica causada pelo
PAC seria a inflamacdo dos neurbnios periféricos, ja que foram
observados niveis aumentados do fator de necrose tumoral o (TNF-a) e
da interleucina-1B (IL-1B) no GRD lombar apds administragdo de PAC
(Lodeboer et al., 2007). O papel do neuropeptideo substancia P é
também definido na neuropatia induzida por PAC, demostrando um
aumento da liberacdo de substancia P a partir de cultura de neurdnios do
GRD de ratos adultos tratados com PAC (Jaggi e Singh, 2012). Dessa
forma, receptores periféricos que poderiam causar a liberacdo de
substancia P de neurdnios sensoriais podem também ter participacéo
neste processo, como 0 TRPV1. Recentemente, um estudo mostrou que
receptor TRPV1 poderia estar envolvido na dor crbnica causada por
paclitaxel em ratos (Hara et al., 2013; Li et al., 2015). No entanto, o
envolvimento deste canal na dor aguda ainda néo foi esclarecido.

Poucos mecanismos foram até o momento descritos para
contribuir com a dor aguda causada por PAC. Um estudo recente relata
gue a nocicepgdo crbnica causada por PAC poderia estar associada a
incidéncia da nocicepcdo aguda causada por PAC em ratos (Rigo et al.,
2013). Além disso, o PAC poderia provocar dor aguda pela ativacdo do
receptor toll like 4 (TLR4) na medula e GRD (Yan et al., 2015). No
entanto nenhuma terapia padrdo foi estabelecida para tratar a sindrome
de dor aguda ou cronica relacionada ao paclitaxel. Dessa forma, ainda é
interessante 0 estudo dos mecanismos envolvidos neste processo
doloroso.

1.4 RECEPTOR DE POTENCIAL TRANSITORIO VANILOIDE 1
Os receptores de potencial transitorio (Canais TRP) sdo um grupo

de canais idnicos, localizados principalmente na membrana plasmaética
de numerosos tipos de células com importancia primordial para a


http://www.microsofttranslator.com/bv.aspx?from=en&to=pt&a=http%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FIon_channel
http://www.microsofttranslator.com/bv.aspx?from=en&to=pt&a=http%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FPlasma_membrane

44

sobrevivéncia e fungdo adequada das células humanas e animais (Minke,
2010). Estes canais fazem parte de uma das maiores familias de canais
ibnicos, e sdo conhecidos por possuir uma ampla variedade de fungdes
bioldgicas e mecanismos de ativacdo (Vriens et al., 2009; Minke, 2010).
Até o momento foram ja descritos mais de 28 membros de canais TRP
em mamiferos e estes sdo subdivididos em 6 familias: TRPC (canénico);
TRPV (vaniloide), TRPA (anquirina), TRPM (melastatina), TRPP
(policistina) e TRPML (mucolipina) (Vriens et al., 2009; Minke, 2010).

Muitos canais TRP sdo ativados por estimulos nociceptivos,
como 0 TRPV1 e o TRPAL (receptor de potencial transitorio anquirina
1), e dessa forma se tornaram alvos interessantes para a descorberta de
novos analgésicos (Vriens et al., 2009; Minke, 2010). Uma caracteristica
que auxiliou a descoberta do receptor TRPV1 (Caterina et al., 1997,
Julius, 2013) foi a sua capacidade de ser ativado por compostos
pungentes e irritantes presentes em plantas, estas preparaces s&o
utilizadas a muitos anos na culindria e no tratamento da dor e
inflamagdo. Dessa forma, foram encontrados em plantas, diferentes
agonistas do receptor TRPV1, como a capsaicina (encontrada na espécie
Capsicum sp.) e a resiniferatoxina (encontrada na Euphorbia resinifera)
(Calixto et al., 2005; Schumacher, 2010; Julius, 2013).

A capsaicina é uma substancia neurotdxica extraida da pimenta
vermelha, que é responsavel pelo sabor ardido desta especiaria. Quando
aplicada na pele ou administrada em animais a capsaicina produz
irritacdo caracterizada por eritema, dor em queimacdo e aumento da
temperatura da pele, causando posteriormente um efeito analgésico a
outros estimulos (Jancsé et al, 1981). Entdo, a reacdo dolorosa e a
subsequente dessensibilizacdo, é causada pela degeneracdo de fibras
nociceptivas induzida pela capsaicina. Estes efeitos foram atribuidos a
estimulacdo direta de neurbnios nociceptivos especificos (fibras de
pequeno didmetro) que modulam a sensacdo por calor nocivo e irritantes
quimicos (Jancsé et al.,1997; Holzer, 1991).

Visto que a capsaicina apresentava afinidade a determinadas
classes de fibras sensoriais, esta deveria ativar um receptor especifico
gue modula este tipo de sensagdo dolorosa (Szolcsanyi e Jancsé-Géabor,
1975). Esse receptor hoje é chamado de TRPV1 e é um canal ibnico
inespecifico, envolvido na interacdo das células com os diferentes
estimulos extracelulares. O TRPV1 é composto por uma proteina
integral com seis algas transmembranares e um poro hidrofébico, entre a
quinta e sexta regido, com as caudas carboxil e amino terminais
localizadas intracelularmente, sendo que a Ultima contém seis repeticdes
de anquirina (Figura 3). Este é um canal catibnico ndo-seletivo, por
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permitir a passagem de fons, mas com maior afinidade pelo calcio (Ca*?)
(Szallasi et al., 2007).

Simapse (medula espinhal)

TRPV1 Pré.siniptico
Na*, Ca%
»
w\uuuu
Na', Ca&* . _
TRPV1 {

Extracelular

Repeticdes de anquirina
— Regifio carboxil termmal

= Regio amino terminal

Figura 3 - TRPV1 (receptor de poténcial transitdrio vanildide tipol) Diagrama
representativo do canal TRPV1 e os seus mecanismos de ativagdo e modulagéo.
Adaptado de Kauer et al., (2009).

Este canal é expresso preferencialmente em neurdnios sensoriais,
nos GRD, GT, ganglios nodoso e vagal e também no SNC (sistema
nervoso central), além disso pode ser encontrado em tecidos ndo
neuronais como, musculo liso, mastdcitos, queratindcitos, pulmao, rim e
figado (Schumacher, 2010; Julius, 2013). O TRPV1 §é expresso
unicamente em fibras nociceptivas C ¢ Ad 0 que valoriza sua
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importancia no que se refere a dor, porque estas fibras sdo importantes
para a conducdo desta forma de estimulo. Quando o receptor TRPV1 €
ativado ocorre principalmente o influxo de cations (especificamente de
calcio) (Calixto et al., 2005). Este processo estimula a liberacdo de
varios peptidios na periferia, como a substancia P (SP) e o peptideo
relacionado ao gene da calcitonina (CGRP) (Szallasi et al., 2007;
Basbaum, 2009), que causam inflamagdo neurogénica no local
(Szolcsanyi 2014). Além disso, o influxo de célcio auxilia na geracéo de
potenciais de acdo até a medula espinhal onde o estimulo é conduzido a
estruturas supra-espinhais (Schumacher, 2010; Julius, 2013).

O receptor TRPV1 é também decrito como um canal ativado por
calor nocivo (> 43°C), dessa forma a sua ativacéo esta relacionada com
a sensacdo de queimacdo elucidada pela aplicacdo de capsaicina. Além
disso, este canal pode, em situagdes de dano tecidual, ser ativado por pH
abaixo do fisioldgico e ser também sensibilizado por substancias
inflamatdrias de forma indireta (como a bradicinina e trifosfato de
adenosina) (Caterina et al., 1997; Schumacher, 2010; Julius, 2013).

Observando que este canal é ativado por diferentes estimulos
nocivos, ele foi considerado como um integrador molecular desta forma
de sensacdo e iniciou-se a busca de analgésicos que agissem como
antagonistas do TRPV1. Além disso, o bloqueio do receptor TRPV1 foi
capaz de reduzir a nocicepcdo em diferentes modelos de dor
inflamatdria, dor neuropatica, de dor do céncer, e este tem sido
grandemente implicado como mediador da hiperalgesia a estimulos
térmicos (Schumacher, 2010; Julius, 2013).

Diferentes antagonistas do receptor TRPV1 foram desenvolvidos
de forma sintética e apresentam alta especificidade a este receptor,
porém o fato que reduziu o interesse destes compostos para o
desenvolvimento de farmacos seguros foi quando composto AMG-517
foi testado em humanos e induziu severa hipertermia (Gavva et al.,
2008). Dessa forma, tem se dado enfase a descoberta de novos
antagonistas que ndo alterem a temperatura corporal e que possam entrar
na clinica de forma segura (Schumacher, 2010; Julius, 2013).

Também foram desenvolvidos produtos para aplicagéo cutanea de
capsaicina, que podem ser aplicados em tecidos cutaneos dos pacientes
gue possuem alodinia, hiperalgesia ou dor espontanea. A administracdo
de capsaicina sobre estes locais provoca inicialmente uma resposta
inicial que consiste em eritema, dor e aumento de temperatura, muitas
vezes descritas como queimacdo, seguida por um extenso periodo de
insensibilidade marcado por uma dessensibilizagdo das fibras nervosas
aferentes, como j& descrito em animais (Calixto et al., 2005;
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Schumacher, 2010; Julius, 2013). O efeito analgésico da capsaicina
pode se prolongar por meses e é provocado pela dessensibilizacdo dos
neurdnios de pequeno a médio diametro que expressam o canal TRPV1,
porque a ativacdo de grande porte deste receptor causa um aumento
exacerbado da quantidade de influxo de ions de célcio para dentro destas
células o que provoca também deplecdo dos neuropeptideos (CGRP e
substancia P) (Calixto et al., 2005; Schumacher, 2010; Brederson et al.,
2013; Julius, 2013). Dessa forma, agonistas dos receptores TRPV1,
como capsaicina e resiniferatoxina, sdo utilizados como substéncias
farmacoldgicas para o estudo da contribuicdo das vias sensiveis a
capsaicina e o desenvolvimento de respostas nociceptivas (Calixto et al.,
2005; Schumacher, 2010; Brederson et al., 2013; Julius, 2013; Trevisan
etal., 2013).

Dessa maneira, é importante estudarmos a participacdo deste
canal em diferentes patologias dolorosas, como a dor induzida por
quimioterapicos. A participacdo do receptor TRPV1 ja foi descrita em
modelos de neuropatia causados por paclitaxel e oxaliplatina (Hara et
al., 2013). Porém ainda ndo foi estudado a participacdo deste canal na
dor aguda causada por paclitaxel. E embora a dor neuropatica crénica
induzida por doses repetidas de paclitaxel esteja muito bem estabelecida,
muito pouco se sabe sobre os mecanismos que causam a fase aguda da
dor induzida por paclitaxel (Yan et al., 2015). Dessa forma, visto que 0s
pacientes apresentam dor do tipo queimacdo apds uma dose Unica deste
quimioterapico e como ja foi relatada a possivel sensibilizacdo de
nociceptores apds administracdo de paclitaxel (Alessandri-Haber et al.,
2004); este trabalho tem como objetivo avaliar o envolvimento do
TRPV1 em um modelo de sindrome de dor aguda induzida pelo
paclitaxel em ratos.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o envolvimento do receptor TRPV1 em um modelo de
sindrome de dor aguda induzida pelo PAC em ratos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Auvaliar o decurso temporal da nocicepcdo mecanica e térmica ao
calor no modelo de sindrome de dor aguda induzida por PAC em
ratos;

e Observar o efeito analgésico do antagonista seletivo do TRPV1 no
modelo de sindrome de dor aguda induzida por PAC em ratos;

e Investigar a participagdo das fibras TRPV1 positivas no modelo de
sindrome de dor aguda induzida por PAC em ratos;

e Avaliar se a administracdo aguda de paclitaxel poderia aumentar a
expressdo do receptor TRPV1 no GRD e nervo ciatico e causar
hiperalgesia quimica a capsaicina;

e Observar se 0 PAC poderia provocar sensibilizacdo do receptor
TRPV1.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 ANIMAIS

Foram utilizados ratos Wistar adultos machos (200-300 g) criados
no biotério da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM) e
Universidade do Extremo Sul Catarinense (Unesc). Os protocolos
experimentais foram autorizados pela Comissio de Etica no uso de
animais da UFSM (CEUA, nimero do processo: 107/2010). Os animais
foram mantidos em um ambiente controlado (22 + 2°C) com um ciclo de
12 horas de luz e escuro e alimentados com rag¢do padrdo e agua ad
libitum. Antes dos experimentos, os animais foram aclimatizados no
laboratério durante pelo menos 1 hora. Todos os experimentos foram
realizados entre 08:00 as 17:00 horas. Os protocolos experimentais estdo
em conformidade com as diretrizes de éticas atuais para a investigacdo
de dor experimental em animais da Associacdo Internacional para o
Estudo da Dor (IASP) (Zimmermann, 1983). Além disso, 0 nimero de
animais e a intensidade de estimulo nocivo utilizados foram os minimos
necessarios para demonstrar os efeitos consistentes dos tratamentos. A
avaliacdo comportamental foi realizada de forma cega no que diz
respeito a administragéo de drogas.

3.2 REAGENTES

Os reagentes especificados foram comprados da Sigma Aldrich
Chemical Co. (St. Louis, USA). O PAC (6 mg/mL, dissolvido em
Cremophor EL e etanol desidratado) foi adquirido a partir de Glenmark
(Buenos Aires, Argentina), e foi dissolvido em solucéo salina hipotdnica
(0,9% NaCl) (Rigo et al., 2013).

3.3 INDUCAO DA SINDROME DE DOR AGUDA MEDIADA POR
PAC

A dor aguda mediada por PAC foi induzida por uma Unica
injecdo intraperitoneal (i.p.) nos animais e ap6s diferentes tempos foram
realizados testes nociceptivos ou outras andlises. O veiculo utilizado foi
salina 0,9% (NaCl, 10 ml/kg) (Rigo et al., 2013).

3.4 TESTES NOCICEPTIVOS
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3.4.1 Avaliacéo do limiar nociceptivo mecanico (alodinia ao estimulo
mecanico)

O limiar de retirada da pata 50% (limiar 50%) dos animais foi
avaliado utilizando o paradigma ‘up-and-down’, tal como descrito
anteriormente (Chaplan et al., 1994). Em primeiro lugar, os ratos foram
aclimatizados (1 hora) em caixas de plexiglas individuais (9 x 7 x 11
cm) sobre uma plataforma elevada de malha de arame para permitir o
acesso a superficie plantar das patas traseiras. Apos, filamentos de von
Frey de intensidade crescente (6-100g) foram aplicados na superficie
plantar da pata traseira direita dos animais com uma pressao suficiente
para dobrar o filamento. A auséncia da retirada da pata depois de 5
segundos levou ao uso do préximo filamento com o aumento de peso, ao
passo que quando houve resposta positiva de retirada da pata, levou-se a
utilizacdo do proximo filamento mais fraco. Este paradigma foi
continuado até um total de seis medi¢Bes. O limiar 50% entdo foi
calculado a partir das pontuagdes resultantes (Dixon, 1980). A alodinia
mecénica foi considerada como uma diminui¢cdo do limiar mecénico,
guando comparado com valores basais (antes da administracdo dos
tratamentos). O limiar 50% expresso em gramas (g) foi avaliado antes
da administracdo do PAC (valores basais), e apds diferentes tempos da
administragdo do PAC (6, 12, 24, 48, e 72 horas), ou nos diferentes
protocolos descritos abaixo.

3.4.2 Determinacdo do limiar ao calor nocivo (hiperalgesia ao
estimulo térmico)

Para verificar a resposta dos animais & um estimulo térmico ao
calor nocivo a laténcia de retirada da pata traseira direita foram
determinada como descrito anteriormente (Klafke et al., 2012). Para
isso, um feixe de luz radiante de 60 W foi dirigido para a pata traseira
direita (total de 99% de intensidade). O tempo entre o inicio do estimulo
e da retirada da pata foi medido e usado como um indice de laténcia
térmica nociceptiva. A laténcia méxima de 25 segundos foi imposta para
evitar danos aos tecidos. A laténcia basal (15-17 segundos) foi
determinada antes da injecdo do PAC (valores basais), e apds diferentes
tempos da administragdo do PAC (6, 12, 24, 48, e 72 horas), ou nos
diferentes protocolos descritos abaixo.
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3.4.3 Avaliacéo de hipersensibilidade quimica induzida por PAC

Para determinar a possivel hipersensibilidade mediada pelo
receptor TRPV1, foi utilizado o teste da capsaicina num paradigma de
dose sub-limiar (Sakurada et al., 1992). Ap6s 24 horas da administracdo
de PAC ou veiculo, o comportamento nociceptivo foi observado apés a
injecdo subcutanea de capsaicina (0,01 nmol/pata, 100 pl) sob a
superficie dorsal da pata traseira direita (intraplantar, i.pl.). Os animais
foram observados individualmente durante 5 minutos ap6s a injecéo de
capsaicina. O tempo gasto lambendo ou mordendo a pata foi
cronometrado e foi utilizado como uma medida da nocicepcéo. A dose
sub-limiar de capsaicina foi escolhida com base em experiéncias
anteriores realizadas no nosso laboratério, para escolher uma dose que
nado induzisse resposta nociceptiva.

3.5 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

3.5.1 Avaliacdo da participagdo do TRPV1 na sindrome dolorosa
aguda causada por PAC

Inicialmente para observar o papel do canal TRPV1 na sindrome
de dor aguda induzida por PAC foi administrado o antagonista seletivo
do receptor TRPV1 (SB-366791; 0,5 mg/kg, i.p) (Varga et al., 2005) ou
veiculo (1% dimetilsulfoxido - DMSO em NaCl 0,9%, i.p.) em ratos
previamente injetados com PAC ou veiculo (apés 24 horas da
administracdo de PAC ou veiculo foi realizada a adminsitracdo do
antagonista TRPV1 ou veiculo do antagonista), e ap6s foram avaliados
o0s limiares de pata mecénicos ou a laténcia aos estimulos térmicos no
tempo de 0,5, 1, 2, e 4 horas ap6s o tratamento com SB-366791 ou
veiculo.

Também, a temperatura retal dos animais foi mensurada ap6s 1
hora do tratamento com o antagonista TRPV1 ou veiculo para excluir a
possibilidade de desenvolvimento de hipertermia um efeito adverso
comum de compostos antagonistas deste receptor. A medida da
temperatura apds 1 hora do tratamento foi comparada com os valores
basais antes da administracdo. A deteccdo da temperatura corporal foi
realizada utilizando um termémetro digital.

Em outro experimento foi utilizado um protocolo de
dessensibilizacdo para as fibras TRPV1 positivas usando a injecéo
subcutanea (s.c.) de RTX (um potente agonista TRPV1) (Steiner et al.,
2007). Para isso, 0s ratos foram pré-tratados com uma Unica injegéo de
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RTX (200 pg/kg, s.c.) ou veiculo (10% de etanol, 10% de Tween 80 em
NaCl 0,9%, 1 ml/kg) sob anestesia (mistura de cetamina e xilazina, 90
mg/kg e 3 mg/kg, respectivamente, i.p.). Em seguida, apés 7 dias, o0s
animais foram injetados com veiculo ou PAC e os limiares nociceptivos
foram observados apds 24 horas.

Para confirmar a redugdo da quantidade de fibras TRPV-positivas
apos o tratamento RTX foi mensurada a imunorreatividade ao receptor
TRPV1 no GRD apds 7 dias do tratamento com RTX ou veiculo.
Também foi avaliada a imunorreatividade para o receptor TRPV1 apdés a
administracdo de PAC ou veiculo (ap6s 24 horas) no nervo ciatico e
GRD, para detectar o possivel aumento da expressdo deste receptor.

A andlise por Western blot foi efetuada como descrito
anteriormente (Trevisan et al., 2013). Em primeiro lugar, amostras do
GRD e do nervo cigtico foram removidas e os tecidos foram
homogeneizados num tampao de lise contendo 10 mM de KCI, 2 mM de
MgCl,, 1 mM de EDTA, 0,1 mM de NaF, 10 pg/mL de aprotinina, 10
mM B-glicerofosfato, 1 mM de fluoreto de fenilmetanossulfonilo, 1 mM
de DL-ditiotreitol e 2 mM de ortovanadato de sédio em HEPES 10 mM,
pH 7,9. Apds a centrifugacdo (3000 xg durante 30 minutos a 4°C), o
sobrenadante contendo a fragdo de membrana contendo o TRPV1 foi
recolhido. O teor de proteina foi determinado utilizando albumina de
soro bovino como padréo (Bradford, 1976). As amostras (20 ug) foram
misturadas em tampdo Tris 200 mM (contendo glicerol a 10%, SDS a
2%, 2,75 mM de B-mercaptoetanol e 0,04% de azul de bromofenol) e
apos foram fervidas durante 10 minutos. As proteinas foram separadas
por eletroforese em gel a 10% de dodecil-sulfato de sddio (SDS) de
poliacrilamida (PAGE) e ap6s foram transferidas para membranas de
difluoreto de polivinilideno. A coloragdo de Ponceau serviu como um
controle da carga de proteinas (Romero-Calvo et al., 2010). As
membranas foram digitalizadas, quantificadas com a versdo PC de Scion
Imagem e posteriormente processadas usando um sistema SNAP i.d.
(Millipore, Billerica, MA, EUA). Primeiro, a membrana foi bloqueada
com albumina sérica bovina a 1% em 0,05% de Tween 20 em solucéo
salina Tris-borato, e em seguida, incubadas durante 10 minutos com o
anticorpo primario especifico para 0 TRPV1 (anticorpo policlonal anti-
TRPV1; Santa Cruz Biotecnologia, Inc., Santa Cruz, CA, EUA) diluido
a 1:1000 em TBS-T (tampéo trisma-salina com tween 20 a 0,05%). As
membranas foram lavadas trés vezes, com TBS-T, seguido por
incubacdo com anticorpo secundario acoplado a fosfatase alcalina
(2:3000, anti-IgG de coelho; Santa Cruz Biotecnologia, Inc., Santa Cruz,
CA, EUA) durante 10 minutos. As bandas de proteina foram
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visualizadas com 4-nitro-azul de tetrazolio/5-bromo-4-cloro-3-indolil
fosfato (NBT/BCIP; Millipore, Billerica, MA, EUA). As membranas
foram secas, digitalizadas e quantificadas com o Scion Image versao PC
de imagem do National Institute of Health (NIH). Os resultados foram
normalizados para 0s valores de densitometria utilizando o grupo
controle como padréo e expressa como quantidade relativa de TRPV1.

3.5.2 Cultura de neurdnios do ganglio da raiz dorsal

Os GRD foram removidos a partir de ratos sem tratamento
prévio, apos os neurbnios foram dissociados em neur6nios individuais
por tratamento enzimatico com 0,1% (w/v) de papaina e 0,25% (w/v) de
colagenase tipo 1A por 30 minutos, com agitagdo ocasional e trituracdo
através de pipetas de Pasteur. As células foram entdo colocadas em
frascos revestidos com poli-L-lisina e laminina, e 0 meio DMEM
suplementado com 10% de soro bovino fetal e 1% de
penicilina/estreptomicina foi utilizado para o cultivo celular. Apés 24
horas do plagueamento, as células foram tratadas com PAC (50 uM) ou
veiculo. As culturas foram mantidas a 37°C numa atmosfera saturada de
agua com 5% de CO, (Gomes et al., 2004) e foram utilizadas para os
experimentos de influxo de calcio apds 24 horas da incuba¢do com PAC
ou veiculo.

3.5.3 Influxo de célcio

Os experimentos foram realizados a temperatura ambiente (20-25
°C) (Castro-Junior et al., 2013). Primeiramente, os neurdnios foram
carregados com a sonda para calcio Fluo 4-AM (Molecular Probes, 3
pM) durante 30 minutos em solucdo salina tamponada com HEPES
contendo (em mM, HBSS): 124 NaCl, 4 KCI, 2 CaCl,, 1,2 de MgCl,, 10
de glicose, e 25 de HEPES (pH 7,4). Ap6s os frascos foram lavados em
HBSS, e transferidos para um sistema de cémara de perfusdo
(BIOPTECHS) e colocados sobre a plataforma de um microscépio. A
solucdo de HBSS (sozinho ou com os tratamentos) foi continuamente
perfundida (0,6 ml/min) através de uma bomba peristéaltica
(BIOPTECHS) para aquisicdo da imagem.

A imagem do influxo de célcio foi realizada com um
escaneamento a laser usando um SP5 sistema focal Leica, usando o
software LAS com uma lente objetiva de 20x. O Fluo 4-AM (sonda para
célcio) foi fotografado pela excitagdo com uma linha de laser de arg6nio
de 488 nm e a luz emitida foi recolhida em uma banda de emisséo de
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510-570 nm. As células foram estimuladas durante HBSS contendo
capsaicina (500 nM) por 20 segundos. Para acessar as percentagem de
células neuronais que responderam a capsaicina, um estimulo com KCI
(30 mM) foi dado no final de cada registro. Apenas as células que
responderam KCI foram contabilizados para a analise de capacidade de
resposta a capsaicina. Alteracbes na fluorescéncia (F) foram
normalizadas para a fluorescéncia inicial (FO) para cada célula e foram
expressas como (F/FO) x 100 (% da linha de base). Os dados foram
reunidos em 3 experimentos diferentes.

3.5.4 Imunofluorescéncia para o receptor TRPV1

Para realizar os experimentos de deteccdo da proteina TRPV1 no
GRD de ratos, primeiramente os animais foram injetados com PAC (1
mg/kg, i.p.) ou veiculo, e ap6s 24 horas as amostras foram retiradas.
Para isso, os ratos foram profundamente anestesiados com tiopental (50
mg/kg, i.p.) e perfundidos através da aorta ascendente com soro
fisioldgico, seguido por 4% de paraformaldeido em tampéao fosfato 0,1
M, pH 7,4 (4 °C). Apbs, a perfusdo amostras do GRD entre L3, L4 e L5
foram dissecadas, pos-fixadas em 4% de paraformaldeido durante 2
horas, que foi entdo substituido durante a noite com 30% de sacarose.
Apos, todos 0s GRD foram embebidos em um marcador OCT, e sec¢Bes
de GRD (14 uM) foram cortadas em criostato e processadas para
imunofluorescéncia. As sec¢des foram bloqueadas com 2% de BSA em
0,3% de Triton X-100 durante 1 hora a temperatura ambiente e, em
seguida, incubadas durante a noite a 4 °C com um TRPV1 policlonal
(1:200, Santa Cruz, CA, EUA). Apds lavagem com PBS, as sec¢des
foram incubadas com o anticorpo secundario conjugado (AlexaFluo-
594, Molecular Probes, Carlshad, CA, EUA) durante 1 hora a
temperatura ambiente. Subsequentemente, as seccBGes foram lavadas
com PBS. Finalmente, elas foram tamponizadas com Fluoromount e
selados com esmalte. As seccOes foram analisadas por um microscépio
confocal a laser (TCS SP5, Leica Lasertechnik, Heidelberg, Alemanha).
Em seguida, os didmetros das células TRPV1-positivas foram medidos e
analisados (Cunha et al., 2010). A intensidade da fluorescéncia e
didmetro de células foram determinadas usando o Image J (Java based).

3.5.5 Anélise estatistica

Todos os valores foram expressos como média + SEM. As
porcentagens de inibicdo foram apresentadas como a média + SEM e
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calculadas com base nas respostas maximas desenvolvidas, obtidas apés
a injecdo de PAC, quando em comparacdo com animais tratados com
veiculo (controle). A significancia estatistica entre os grupos foi
avaliada pelo teste de "t" de Student, ou andlise variancia (ANOVA) de
uma ou duas vias, quando apropriado. O teste post hoc de Bonferroni foi
realizado quando apropriado. Para atender os pressupostos da ANOVA,
os dados de limiares mecanicos foram submetidos a transformacéo a
valores de logaritimo antes da anélise estatistica. VValores de P inferiores
a 0,05 (P<0,05) foram considerados significativos (GraphPad Software,
versdo 5.0, GraphPad Software Inc, La Jolla, CA).
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4 RESULTADOS

41 A ADMINISTRACAO DE PAC INDUZIU NOCICEPGAO
AGUDA EM RATOS

A administracdio de uma Unica dose de PAC por via
intraperitoneal (Figura 4A) causou alodinia mecénica e hiperalgesia ao
calor em ratos, observada 24 e 48 horas ap6s o tratamento (o limiar ou
laténcia de retirada de pata aos estimulos mecanico e térmico reduziram
de 33 +5¢ge 18 + 1 segundos, para 11 + 1 g e 11 + 1 segundos apos 24
horas da administracdo de PAC, respectivamente) (Figura 4B e 4C). No
entanto em 6, 12 ou 72 horas apds a administragdo Unica de PAC néo foi
observado o desenvolvimento de hipersensibilidade mecénica ou ao
calor (Figura 4B e 4C). Dessa forma, o tempo de 24 horas apds a inje¢do
de PAC foi utilizado para observar o papel do canal TRPV1 no modelo
de sindrome de dor aguda causada por PAC.
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Figura 4 - A administracdo de PAC induziu alodinia mecénica e hiperalgesia ao

calor em ratos (A).

Representagdo do protocolo experimental usado nos experimentos. O limiar
mecanico (B) ou a laténcia ao estimulo térmico ao calor (C) foi avaliado em
diferentes tempos (6, 12, 24, 48 ou 72 horas) ap6s a administracdo de PAC (1
mg/kg, i.p) ou veiculo (NaCl 0,9%, i.p). Os valores basais (descritos como B nos
gréficos) foram determinados antes da administracdo de PAC ou veiculo. Os dados
foram representados como a média + S.E.M. para 5-6 animais. *P <0,05; ***P
<0,001; quando comparado com animais tratados com veiculo ou os valores basais,
ANOVA de duas vias seguida por teste post-hoc de Bonferroni.

4.2 O TRATAMENTO COM O ANTAGONISTA DO RECEPTOR
TRPV1 OU A DESSENSIBILIZACAO DAS FIBRAS TRPV1-
POSITIVAS REDUZIU A HIPERSENSIBILIDADE AGUDA
MEDIADA PELO PAC

O antagonista TRPV1 SB-366791 (0,5 mg/kg, i.p) foi largamente
capaz de reduzir a alodinia mecénica e a hiperalgesia ao calor induzida
por PAC, com valores de inibi¢cdes de 100 e 88 + 20%, respectivamente
(Figura 5A e 5B). Quando a temperatura corporal dos animais foi
observada apds a administracdo do SB-366791 ndo foi detectado um
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efeito hipertérmico (36.1 £ 0.5 e 35.8 + 0.3 °C temperatura retal, para o
grupo veiculo ou SB-366791 1 hora apds a administracao,
respectivamente; P> 0.05, Student’s “t” test). Os animais do grupo
veiculo apresentaram valores basais de 35.5 + 0.2; e 0s animais do grupo
SB-366791 de 35.6 £ 0.3 °C, respectivamente (N de 6 animais por

grupo).
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Figura 5 - O antagonista do receptor TRPV1 foi capaz de reduzir a alodinia
mecénica e a hiperalgesia ao calor causada pelo paclitaxel (PAC).

Apbs a administragdo de SB-366791 (0,5 mg/kg; i.p) ou veiculo (DMSO 0,1% em
NaCl 0,9%; i.p) em ratos previamente injetados com PAC (1 mg/kg, i.p) ou veiculo
(NaCl a 0,9%; i.p). Os (A) limiares mecéanicos e (B) a laténcia ao estimulo térmico
ao calor foram observados 24 horas ap6s a administragdo de PAC ou veiculo. Os
valores basais (descritos como B nos graficos) foram determinados antes da
administragdo, o ponto O representa os valores apds 24 horas da inje¢do de PAC ou
veiculo. Os dados foram representados como a média + SEM para 6 animais. ***P
<0,001 quando comparado com animais tratados com veiculo/veiculo (em A e B);
#P <0,05; ##P <0,001 quando comparado com o0s animais tratados com
PAC/veiculo, ANOVA de duas vias seguida por teste post-hoc de Bonferroni.

De forma similar, a dessensibilizacdo de fibras TRPV1-positivas
causaram inibicdo da alodinia mecénica e da hiperalgesia ao calor
induzida por PAC (85 + 32 e 100% de inibicdo, respectivamente)
(Figura 6A e 6B). Além disso, o protocolo de dessensibilizagdo das
fibras TRPV1-positivas foi capaz de diminuir a imunorreatividade para
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0 receptor de TRPV1 em amostras de GRD de ratos tratados com RTX
guando comparado com o grupo tratado com veiculo (reducdo de 45 +
3%) (Figura 6C).
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Figura 6 - A dessensibilizacdo de fibras TRPV1-positivas foi capaz de prevenir o
desenvolvimento da alodinia mecénica e da hiperalgesia ao calor causada pelo
paclitaxel (PAC).

A alodinia mecénica (A) ou hiperalgesia ao calor (B) foi observada 24 horas apés a
injecdo PAC (1 mg/kg, i.p) ou veiculo (NaCl 0,9%; i.p), em animais injetados 7 dias
antes com resiniferatoxina (RTX, 200 pg/kg; subcutaneo, s.c.) ou veiculo (10% de
etanol, 10% de Tween 80 em NaCl 0,9%; 1 ml/kg). A imunorreatividade ao receptor
TRPV1 foi observada em amostras de ganglio da raiz dorsal (GRD, C) 7 dias apés a
injecdo de RTX ou veiculo. Os resultados de Western blot foram expressos como
unidades arbitrarias de densidade. As bandas de proteina marcadas com ponceau sdo
representativos que demonstram carga igual de proteina. Os valores basais (descritos
como B nos graficos) foram determinados antes da administracdo, o ponto 0
representa os valores ap6s 24 horas da injegdo de PAC ou veiculo. Os dados foram
representados como a média £ SEM, para 6 animais ou 4 amostras. ***P <0,001
quando comparado com animais tratados com veiculo/veiculo (em A e B); +P <0,05
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em relacdo aos valores basais (em B); ##P <0,01, ##tP<0,001 quando comparado
com o0s animais tratados com PAC/veiculo (em A ou B), ANOVA de duas vias
seguida por teste post-hoc de Bonferroni. *P<0,05 quando comparado com animais
tratados com veiculo (em C), teste "t" de Student.

4.3 A ADMINISTRAGAO DE PAC INDUZIU
HIPERSENSIBILIDADE A CAPSAICINA E CAUSOU
AUMENTO DA IMUNORREATIVIDADE AO RECEPTOR
TRPV1

A medida que o receptor de TRPV1 parece estar envolvido na
hipersensibilidade observada ap6s a injecdo aguda de PAC, entdo,
resolvemos investigar a expressao do canal TRPV1 e a funcionalidade
deste receptor apés a injecdo aguda de PAC. Assim, a injecdo
intraplantar de capsaicina (0,01 nmol/sitio) causou nocicepcdo de curta
duragdo no grupo controle (tratados 24 horas antes com o veiculo do
PAC), mas causou uma nocicep¢do intensa nos animais previamente
tratados com PAC (Fig. 7A). Também, a administracdo de PAC causou
um aumento na imunorreatividade do receptor TRPV1 em amostras de
GRD e de nervo ciatico, com aumento de 2,5 vezes de aumento, em
ambos o0s casos, 24 horas ap6s a administracdo do PAC, em comparacéo
com a administracéo de veiculo (Fig. 7B e 7C).

A administragdo de PAC aumentou o numero de neurbnios
TRPV1 positivos e a intensidade de fluorescéncia no GRD (L3-L5) (Fig.
8). Ap6s 24 horas da administracdo de PAC o ndmero de neur6nios
TRPV1 positivos de pequeno didmetro (diametro menor que 30 pM)
aumentou em 27 + 3% (Fig. 8B), e também a intensidade da
fluorescéncia teve um aumento significativo (Fig. 8C).
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Figura 7 - A administracdo de PAC induziu hipersensibilidade a capsaicina e
aumentou a imunoreatividade do receptor TRPV1 no GRD e nervo ciatico. (A) A
injecdo subcutanea de capsaicina (0,01 nmol/pata; 100 pL) foi realizada sob a
superficie dorsal da pata traseira direita (intraplantar, i.pl.) 24 horas ap0s injecdo de
paclitaxel (PAC, 1 mg/kg; i.p) ou veiculo (NaCl 0,9%; i.p). Os dados foram
representados como a média + S.E.M. para 5-6 animais. ***P <0,001; quando
comparado com animais tratados com veiculo, teste "t" de Student. O teste de
Western blot mostrou a imunorreatividade ao receptor TRPV1 em (B) GRD ou (C)
amostras de nervo ciatico retiradas 24 horas ap6s o tratamento com PAC (1 mg/kg,
i.p) ou veiculo (n=4). Os resultados de Western blot foram expressos como unidades
arbitrarias de densidade. As bandas de proteina marcadas de ponceau sdo
representativos que demonstram carga igual de proteina.
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Figura 8 - A administracdo de paclitaxel (PAC) aumentou o nimero de neurénios
TRPV1 positivos e a imunoreatividade para o receptor TRPV1 no GRD. (A)
Imagem representativa da imunoreatividade (imunofluorescéncia) para o receptor
TRPV1 (em vermelho) no GRD (L3, L4 e L5). Indicagdo de neurbnios com
marcagdo positiva para o receptor TRPV1 (flechas). A escala indica 25 um.
Podemos observar que nos animais tratados com veiculo (NaCl 0,9%; i.p) a
imunofluorescéncia para o receptor TRPV1 esta reduzida. A administragdo de PAC
(1 mg/kg; i.p, apbs 24 horas) causou aumento no (B) nimero de neurdnios TRPV1
positivos e na (C) intensidade de imunofluorescéncia para este receptor observados
no GRD (L3-L5). A intensidade de fluorescéncia e a contagem dos neurénios TPV1
positivos foram observados em neurénios de pequeno diametro (menor que 30 pum).
Os dados foram representados como a média + S.E.M. para 5-6 animais. ***P
<0,001; quando comparado com animais tratados com veiculo, teste "t" de Student.
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4.4 O INFLUXO DE CAITCIO MEDIADO PELO RECEPTOR TRPV1
E AUMENTADO APOS A EXPOSICAO AO PAC

Finalmente, nds investigamos o efeito da incubacdo com PAC (50
HUM) ou veiculo nas correntes de influxo de calcio mediadas pela
capsaicina (500 nM) um agonista TRPV1 em neurbnios do GRD em
cultura. Foi observado que a exposicao prévia ao PAC (24 horas) causou
um aumento na corrente de Ca®" transitéria induzida pela capsaicina
(Fig. 6A e 6B). A amplitude do pico de capsaicina foi de 1.840 + 216%
acima dos valores basais quanto exposto ao PAC, engquanto que em
neurdnios tratados com veiculo foi de 780 + 136% (P <0,05) (Fig. 6B).
Além disso, avaliou-se o efeito do PAC na porcentagem de neurbnios
gue responderam a capsaicina dentro de uma populagdo que era sensivel
ao KCI 30 mM. Também, a exposi¢do ao PAC aumentou o namero de
células que respondem a capsaicina (78%, n=101) em relagdo ao grupo
controle (49%, n=81; P <0,01). Em conjunto, estes dados sugerem que 0
PAC poderia aumentar a intesidade do influxo de célcio mediado pela
capsaicina € 0 numero de neurdnios responsivos a capsaicina em
neurdnios do GRD.
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Figura 9 - Sensibilizacdo do receptor TRPV1 e aumento do ndmero de neur6nios
responsivos a capsaicina apos a exposi¢do ao paclitaxel (PAC) em neurdnios do
GRD. (A) Imagem representativa do influxo de célcio mediado pela capsaicina
(Caps, 500 nM) em neurdnios do GRD expostos ao veiculo (preto) ou PAC (50 pM,
cinza) por 24 horas. A aplicagdo de capsaicina (500 nM) ¢é indicada pela barra
horizontal. Os pontos representam média + SEM de niveis normalizados de
fluorescéncia das células analisadas. (B) A fluorescéncia em relagdo ao basal foi
aumentada em neurdnios expostos ao PAC em relagdo aos expostos ao veiculo. As
barras representam média + S.E.M. (*P <0,05; ANOVA de uma via seguida de
Bonferroni). (C) Porcentagem de células que mostraram resposta a capsaicina e que
eram também responsivas ao KCI 30 mM (indicando viabilidade neuronal),
neurdnios exposto ao PAC (n=101) ou ao veiculo (n=85).

Sensibilizagdo do receptor TRPV1 e aumento do nimero de
neurdnios responsivos a capsaicina ap6s a exposicdo ao paclitaxel
(PAC) em neurdnios do GRD. (A) Imagem representativa do influxo de
calcio mediado pela capsaicina (Caps, 500 nM) em neurénios do GRD
expostos ao veiculo (preto) ou PAC (50 uM, cinza) por 24 horas. A
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aplicacdo de capsaicina (500 nM) ¢ indicada pela barra horizontal. Os
pontos representam média + SEM de niveis normalizados de
fluorescéncia das células analisadas. (B) A fluorescéncia em relagdo ao
basal foi aumentada em neurdnios expostos ao PAC em relacdo aos
expostos ao veiculo. As barras representam média + S.E.M. (*P <0,05;
ANOVA de uma via seguida de Bonferroni). (C) Porcentagem de
células que mostraram resposta a capsaicina e que eram também
responsivas ao KCI 30 mM (indicando viabilidade neuronal), neurdnios
exposto ao PAC (n=101) ou ao veiculo (n=85).
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5 DISCUSSAO

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a participagdo do
receptor TRPV1 em um modelo de sindrome de dor aguda induzida por
PAC em ratos, com a intencdo de promover indicativos para o
tratamento desta forma de dor. Os resultados obtidos neste projeto
indicaram através de metodologias farmacolégicas e moleculares, que o
receptor TRPV1 poderia estar envolvido na hipersensibilidade aguda
causada pela administracdo de PAC em ratos. Os dados obtidos indicam
gue este canal estaria senbilizado e também com maior expressdo no
nervo ciatico e GRD ap6s a administracdo aguda de PAC, mecanismos
gue poderiam contribuir para a nocicep¢do aguda observada neste
modelo.

A dor causada pelo uso de quimioterapicos & um sintoma comum
para diversos compostos utilizados na clinica como a vincristina, a
cisplatina, a oxaliplatina e o PAC (Sisignano et al., 2014). Dessa forma,
esta modalidade de dor é uma das principais preocupacdes, relacionadas
aos efeitos adversos da quimioterapia, quando os pacientes com cancer
necessitam de tratamento utilizando estes compostos (Quasthoff e
Hartung, 2002). Na terapia quimioterapica do PAC cerca de 56-69 %
dos pacientes desenvolvem neuropatia sensorial que se manifesta como
dorméncia, formigamento e dor em queimacdo (Loprinzi et al., 2011).
Diferentes grupos de medicamentos, como 0s opioides, antidepressivos
triciclicos e anticonvulsivantes tém sido utilizados para o tratamento
desta patologia dolorosa, porém sem eficacia consideravel e
apresentando diversos efeitos adversos (Piccolo e Kolesar, 2014).

Também, a sindrome de dor aguda induzida por PAC é um efeito
adverso importante na clinica, e ainda ndo é tratada adequadamente, e
poucos estudos sobre os seus mecanismos foram desenvolvidos até o
momento (Garrison et al., 2003; Loprinzi et al., 2007; Loprinzi et al.,
2011; Pachman et al., 2011; Reeves et al., 2012). Assim, a investigaco
dos mecanismos moleculares envolvidos na sindrome de dor aguda
causada por PAC é importante, e poderia também auxiliar na descoberta
de novos tratamentos para esta patologia. Além disso, como a dor aguda
esta relacionada com o aparecimento e severidade da dor neuropética
observada apds o tratamento com PAC em pacientes, a investigacdo dos
mecanismos envolvidos na fase aguda poderia auxiliar na reducdo da
intensidade, incidéncia ou ainda na prevencdo desta forma de dor
crbnica (Loprinzi et al, 2011; Reeves et al., 2012).

Nos primeiros estudos clinicos envolvendo a dor aguda causada
por PAC esta forma de dor era descrita como mialgias/artralgias
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causadas por PAC, indicando que possivelmente este fArmaco estaria
causando alguma lesdo nos tecidos musculares ou articulares dos
pacientes (Garrison et al., 2003). Porém, foi observadoto que o PAC nédo
causa dor devido a lesdo muscular e possivelmente este quimioterapico
estaria induzindo hipersensibilidade sensorial devido a sensibilizacdo
dos nociceptores (Loprinzi et al., 2007). A dor aguda causada pela
administracdo de paclitaxel é causa comum de reducdo da qualidade de
vida e morbidade nestes pacientes, e apresenta uma incidéncia de cerca
de 88% quando do uso agudo no primeiro ciclo de tratamento (Saibil et
al., 2010; Loprinzi et al., 2011; Reeves et al., 2012). Dessa forma, esta
modalidade de dor antes descrita como mialgias/altragias causadas pela
administragdo de PAC, hoje é chamada de sindrome de dor aguda
induzida por paclitaxel (Loprinzi et al., 2011; Reeves et al., 2012).
Inicialmente, diversos estudos indicaram que a inje¢cdo de PAC
em roedores poderia causar dor neuropatica, o que foi associado com o
desenvolvimento de alodinia mecéanica e hiperalgesia ao calor
(Polomano et al., 2001; Flatters et al., 2006; Chen et al., 2011), mas a
avaliacdo e descricdo do modelo de sindrome de dor aguda em ratos
ainda ndo era explorada. Dessa forma, inicialmente para estudar os
mecanismos envolvidos nesta patologia foi necessario caracterizar esta
forma de dor utilizando modelos de sindrome de dor aguda causada por
PAC em roedores (Dina et al., 2001; Rigo et al., 2013; Yan et al., 2015).
Observando que a sindrome dolorosa aguda causada pelo
tratamento com PAC em humanos esté4 associada com a sensagdo de dor
espontanea, alodinia mecéanica e dor em queimagdo e também os
sintomas séo descritos principalmente em membros inferiores (Loprinzi
et al., 2011; Reeves et al., 2012), neste estudo foram observados os
limiares para estimulos mecénicos ou térmicos de ratos na pata traseira
direita. Em primeiro lugar, observou-se que o PAC causa
hipersensibilidade aguda 24 e 48 horas ap6s uma Gnica injecdo em ratos,
um efeito semelhante foi anteriormente observado ap6s a injecdo de
PAC em ratos (Rigo et al., 2013). Outros estudos mostraram que a
administracdo aguda de PAC causa hipersensibilidade cerca de 1 a 6
horas ap6s a administracdo, porém nestes casos a injecdo deste
composto foi realizada por via intravenosa e ndo intraperitoneal, e
também em diferente dosagem (2 ou 5 mg/kg) (Yan et al., 2015), ou
ainda em uma linhagem diferente de ratos (Dina et al., 2001). Estudos
realizados pelo nosso grupo de pesquisa mostraram que em ratos
machos Wistar a administracdo aguda de PAC na dose de 1 mg/kg
(intraperitoneal) foi capaz de induzir hiperalgesia 24 horas apés a
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administracdo (Rigo et al., 2013), resultados que foram também
identificados no presente projeto.

A dor aguda associada ao PAC observada em pacientes €
normalmente descrita como tendo seu aparecimento cerca de 1 a 3 dias
apos o primeiro ciclo de tratamento e normalmente se resolve apds cerca
de 7 dias (Loprinzi et al., 2007; Loprinzi et al., 2011; Reeves et al.,
2012). O desenvolvimento de nocicepcdo aguda em ratos descrita neste
projeto ap6s a administracdo Unica de PAC teve inicio ap6s 24 horas e
se resolveu 72 horas apdés a administragdo. Em humanos temos o
desenvolvimento de dor por maior periodo de tempo porém a dosagem €
normalmente maior, cerca de 175 mg/m? no primeiro ciclo, sendo assim
esta discrepancia em relagdo a duracéo da dor pode ter ocorrido devido a
dose e também a metabolizacdo diferenciada do PAC em humanos e
ratos (Yan et al., 2015). A dosagem de 1 mg/kg em ratos equivale a
cerca de 7,03 mg/m? e foi a utilizada porque estudos prévios utilizaram
esta dose em modelos de dor aguda (Rigo et al., 2013) e cronica
(Polomano et al., 2001) causada por paclitaxel.

O desenvolvimento de dor aguda apds o tratamento com PAC
muitas vezes requer tratamento farmacolégico para que os pacientes
sejam capazes de suportar a quimioterapia e ndo desistam do tratamento
com este quimioterapico nos préximos ciclos de tratamento (Scripture et
al., 2006; Windebank e Grisold, 2008; Tay e Ho, 2009). Assim quando
0s pacientes apresentam dor logo ap6s os primeiros dias de tratamento
com PAC, sdo tratados com analgésicos, anti-inflamatdrios,
costicosteroides e opioides (Loprinzi et al., 2007; Loprinzi et al., 2011).
Porém, nenhum desses tratamentos mostrou-se verdadeiramente eficaz
nesta sindrome de dor aguda induzida pelo PAC e praticamente todos os
medicamentos provocam 0s seus proprios efeitos colaterais, e ainda
nenhum farmaco foi desenvolvido para prevenir o desenvolvimento da
dor aguda e neuropatica (Rowinsky et al., 1993; Wasserheit et al., 1996;
Gordon et al., 1997; Loprinzi et al., 2011; Reeves et al., 2012). Dessa
maneira, a descoberta de novos mecanismos moleculares envolvidos
nesta condicdo dolorosa pode ser muito interessante, e pode ajudar no
tratamento de perturbagBes neuroldgicas induzidas pela sindrome
dolorosa aguda causada por PAC.

Diversos alvos moleculares foram estudados como mecanismos
relevantes para a dor neuropatica causada por quimioterapicos, como o
PAC (Sisignano et al., 2014). Dentre estes alvos podemos citar os
receptores TRP, como o receptor TRPV1, que foi indicado como um
possivel mediador da dor neuropética causada por PAC em ratos (Chen
etal., 2011; Hara et al., 2013; Li et al., 2015), no entanto, a participacao
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desse receptor na sindrome dolorosa aguda induzida por PAC ainda ndo
foi estudada. O TRPV1 é um canal i6nico ndo seletivo a cétions, que é
considerado como um importante transdutor de estimulos nocivos de
diferentes modalidades, como o calor nocivo (mais de 43 °C) (Liedtke et
al., 2007; Caterina et al., 1997; Tominaga et al., 1998). Este canal é
amplamente expresso no sistema nervoso periférico principalmente em
fibras peptidérgicas, onde estaria envolvido na liberagdo de
neuropeptideos inflamatdrios, causando inflamagcdo neurogénica
(Rosenbaum et al., 2010; Julius, 2013). Neste estudo, observou-se que a
administragdo de um antagonista do receptor TRPV1 (SB-363791)
reduziu de forma efetiva a hiperalgesia térmica e a alodinia mecanica
causada por PAC. Este é o primeiro indicativo que um antagonista
TRPV1 poderia reduzir a nocicepc¢do aguda induzida por PAC. Outros
estudos que avaliaram a participacdo do receptor TRPV1 na dor
neuropdtica causada por PAC e utilizaram a administracdo de
antagonistas TRPV1 observaram efeito antinociceptivo por via intratecal
(Li et al., 2015) ou subcuténea (Hara et al., 2013) destes compostos. O
estudo de Li e colaboradores (2015) também observou que a
administracdo preventiva de um antagonista TRPV1 (via intratecal)
poderia reduzir o aparecimento de nocicep¢do causada por paclitaxel,
um efeito que é relevante na clinica onde poderia reduzir a incidéncia
desta forma de dor.

Anteriormente, diversos estudos mostram que antagonistas
TRPV1 possuem efeito antinociceptivo em modelos de dor inflamatéria
ou de dor neuropética em roedores (Kitagawa et al., 2013; Lima et al.,
2014; Uchytilova et al., 2014). Assim, estes compostos tém sido
descritos como uma classe promissora de drogas analgésicas (Wong et
al,. 2009; Ferrer-Montielet al., 2012; Goldmann et al., 2015), no entanto
0 desenvolvimento de hipertermia grave, é um dos principais sintomas
adversos que ainda reduzem a sua aplicacdo na clinica (Gavva et al.,
2008; Moran et al., 2011; Ferrer-Montiel et al., 2012). Neste estudo, ndo
foi observado o desenvolvimento de efeito hipertérmico causado pelo
SB-366791, ap6s administracdo oral Unica em ratos, mostrando que
neste estudo utilizamos a dosagem de um antagonista sem efeitos
adversos relacionados ao antagonismo do receptor TRPV1.

Os pacientes que desenvolvem sindrome de dor aguda pela
administragdo de paclitaxel normalmente apresentam sintomas de
hipersensibilidade mecénica e dor em queimacdo, e também dor
espontanea (Loprinzi et al., 2007; Loprinzi et al., 2011; Reeves et al.,
2012). Dessa forma, como no modelo de sindrome de dor aguda
induzida por paclitaxel observamos o desenvolvimento de hiperalgesia



70

térmica ao calor, este é um indicativo relevante que o receptor TRPV1
poderia estar envolvido nesta patologia, pois este canal tem relevancia
no desenvolvimento deste tipo de sintoma (Cao, et al., 2013; Julius,
2013). O aparecimento de hiperalgesia ao calor ndo é o sintoma
predominante descrito pelos pacientes, porém pode aparecer em
conjunto com outros sintomas debilitantes como dor espontanea e
hipersensibilidade mecanica (Loprinzi et al., 2007; Loprinzi et al., 2011;
Reeves et al., 2012). O canal TRPV1 ndo é considerado um
mecanotransdutor para estimulos dolorosos (Liedtke et al., 2007; Liu e
Montell et al., 2015), porém em situa¢des de dano tecidual este receptor
poderia estar envolvido em mecanismos relacionados o aparecimento de
hipersensibilidade mecanica e dor espontanea (Schumacher et al., 2010;
Moran et al., 2011; Julius, 2013). Também, antagonistas do receptor
TRPV1 foram descritos como potenciais agentes que poderiam reduzir a
hipersensibilidade mecénica e térmica ao calor observada em diferentes
modelos animais de nocicepgdo (Schumacher et al., 2010; Moran et al.,
2011; Julius, 2013; Yan et al., 2015; Ta et al., 2010; Anand et al., 2010;
Wu et al., 2013; Uchytilova et al., 2014; Zakir et al., 2012). Nos estudos
que avaliaram a participacdo do receptor TRPV1 na neuropatia causada
por PAC foi observado reducdo da hiperalgesia térmica (Hara et al.,
2013) e da alodinia mecénica (Li et al., 2015) apds a administracdo de
antagonistas do receptor TRPV1.

O TRPV1 é ativado por substancias irritantes derivadas de
produtos naturais como a capsaicina e a RTX pode também ser
sensibilizado por mediadores inflamatorios enddégenos durante
condicdes de dor inflamatoria (Raisinghani et al., 2005; Rosenbaum et
al., 2010; Uchytilova et al., 2014), ou ainda pode ser modulado em
condi¢des de dor neuropética (Chen et al., 2011; Hara et al., 2014). Para
confirmar a participagio do TRPV1 na sindrome dolorosa aguda
induzida por PAC em ratos, foi utilizada uma estratégia farmacoldgica
diferente utilizando a administracdo subcutanea de RTX para promover
a dessensibilizacdo das fibras TRPV1 positivas (Steiner et al., 2007).
Esta forma de ferramenta farmacoldgica ja foi utilizada em diversos
estudos para confirmar a participacdo de fibras TRPV1 positivas em
mecanismos de nocicepgdo aguda (Bolcskei et al., 2010; Bishnoi et al.,
2011) ou crénica (Lee et al., 2015; Brown et al., 2015). Dessa forma, foi
realizado o protocolo experimental com RTX e apds 7 dias da injecdo do
agonista TRPV1, o0s animais mostraram uma reducdo no
desenvolvimento de hipersensibilidade a estimulos mecanicos ou
térmicos apds 24 horas da administracdo de PAC. J& os animais
administrados com veiculo apresentam o desenvolvimento de
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nocicepcdo aguda ap6s a administracdo do quimioterdpico. Estes
resultados confirmam o envolvimento das fibras TRPV1 positivas neste
modelo de dor.

O efeito analgésico de agonistas do canal TRPV1, tais como
capsaicina e RTX, é provocado principalmente pela desfuncionalizacéo
das fibras TRPV1 positivas peptidérgicas e também pela reducdo da
expressdo do receptor TRPV1 nestes terminais sensoriais (Pecze et al.,
2009; Schumacher, 2010; Anand e Bley, 2011). Dessa forma, este
mecanismo tem sido usado para induzir analgesia em diferentes
condicdes dolorosas; incluindo dor neuropatica e dor relacionada ao
cancer (Schumacher, 2010; Anand e Bley, 2011; Derry et al., 2013).
Aqui, observou-se também que o pré-tratamento com RTX reduziu a
expressdo do receptor TRPV1 no GRD de ratos (cerca de 45% de
redugdo), mostrando o efeito desta substancia sobre as fibras TRPV1
positivas periféricas que expressam este canal. Mesmo que a
dessensibilizacdo das fibras TRPV1 positivas tenha produzido uma
reducdo de 45% da expressdo do receptor TRPV1, ainda podemos
observar uma reducdo significativa da alodinia mecénica e da
hiperalgesia térmica causada por PAC. Os resultados obtidos estdo de
acordo com dados da literatura utilizando doses similares de RTX, onde
a reducgéo da imunoreatividade para o receptor TRPV1 foi de quase 50%
(Gewehr et al., 2011, Klafke et al., 2012).

Porém, esta estratégia farmacoldgica (uso de agonistas TRPV1)
ndo é interessante para a utilizacdo em pacientes com dor aguda ou
neuropética causada por PAC, porque a indicacdo de aplicacdo cutanea
de capsaicina é wusada apenas para sindromes dolorosas com
hipersensibilidade localizada, como neuropatia diabética, neuropatia
causada pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV), e neuralgia p6s
herpética (Derry et al., 2013; Gaul e Resch, 2015; Javed et al.,2015.
Sendo assim, ndo se conhece ainda os efeitos a longo prazo da
dessensibilidacdo periférica com o uso de agonistas TRPV1 em
humanos e como isso poderia alterar o funcionamento do sistema
nervoso periférico (Derry et al., 2013). Porém, devido ao seu papel de
integrador de estimulos nocivos o blogueio do TRPV1 utilizando
antagonistas sem efeito hipertérmico oferece uma excelente
oportunidade como intervencdo terapéutica de forma sistémica para a
sindrome de dor aguda causada por PAC.

A administracdo de agonistas TRPV1, como a capsaicina, de
forma subcutdnea em humanos induz a uma sensacdo de dor em
gueimacgdo, acompanhada de inflamagéo cutanea, possivelmente causada
pela liberacdo de substancia P e CGRP pelos terminais sensoriais
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peptidérgicos (Simone e Ochoa, 1991; Gazerani et al., 2007; Nielsen et
al., 2013). Dessa forma, a aplicacdo de capsaicina em humanos €
considerado um modelo experimental de dor, e ja foi evidenciada a agéo
analgésica de diferentes substancias, como benzodiazepinicos
(clonazepam) (Vuilleumier et al., 2013), morfina e pregabalina neste
modelo (Wang et al., 2008). Também, a aplicacdo de capsaicina via
subcutanea na pata de ratos e camundongos é um modelo experimental
de nocicepcdo descrito em diferentes estudos (Kwak et al., 1998,
Rossato et al., 2010; Hoffmeister et al., 2011), ou ainda produz
dessensibilizacdo apds repeticdo da aplicacdo como a RTX (Foster et al.,
2005; Ma et al., 2015). Normalmente a administracdo de capsaicina
causa nocicepcao espontanea, induzindo a comportamentos como
lamber e bater a pata injetada, este comportamento foi descrito para
ratos e camundongos, e possui duragdo curta (cerca de 5 minutos) (Li et
al.,1999; Johanek et al., 2001; Saadé et al., 2002). Visto que, a
nocicepcdo observada ap6s a administracdo de capsaicina na pata de
ratos é dose-dependente e ja foi observado que as administracdes de
doses reduzidas de capsaicina ndo sdo capazes de induzir
comportamentos nociceptivos diferentes do veiculo da capsaicina
(Saadé et al., 2002; Gilchrist et al., 1996; Hoffmeister et al., 2011).
Sendo assim, neste projeto utilizamos a dose de 0,01 nmol/pata de
capsaicina para demonstrar que em animais previamente injetados com
paclitaxel esta dose sub-maxima do agonista TRPV1 poderia causar
nocicep¢do, indicando dessa maneira o0 desenvolvimento de
sensibilizagdo do receptor. Esta estratégia farmacoldgica ja foi descrita
previamente para a participacdo da sensibilizacdo do canal TRPV1 em
outras formas de nocicepcdo (Eskander et al., 2015). Ainda, pacientes
que apresentam dor neuropética e inflamatdria também desenvolvem
aumento da resposta a capsaicina (Aykanat et al., 2012).

Dessa maneria, foi observado neste projeto que a nocicepg¢do
aguda causada por PAC induz hiperalgesia quimica a capsaicina,
mostrando que este receptor estaria sensibilizado ou ainda sua expressdo
poderia estar aumentada na periferia. Para demonstrar estes efeitos,
inicialmente foi investigado neste estudo se a administracdo aguda de
PAC poderia induzir o aumento da imunoreatividade deste receptor no
GRD e nervo ciatico pela técnica de western blot. Anteriormente, foi
demonstrado que a expressdo do receptor de TRPV1 foi aumentada em
neurbnios do GDR ap6s a injecdo PAC, mas em diferentes pontos de
tempo e apds a injecdo multipla de PAC em ratos (Hara et al., 2013, Liu
et al., 2015). O aumento da expressdao do receptor TRPV1 ja foi
relacionado com a indugdo de hipersensibilidade em outros modelos de



73

dor (Urano et al., 2012; Amaya et al., 2004, Yu et al., 2008). Com isso,
0 presente projeto demonstrou que a administracdo aguda de PAC
também induz aumento da imunoreratividade do receptor TRPV1 em
GRD e nervo ciatico de ratos. Também, foi demonstrado que a
expressdo do TRPV1 foi aumentada no GRD principalmente em
neurdnios de pequeno didmetro (aumento da fluorescéncia), e também
observamos um aumento do nUmero de neurdnios que expressam o
TRPV1 (ndmero de neurdnios marcados). Estes resultados estdo de
acordo com a literatura que mostra que a administracdo repetida de
paclitaxel poderia aumentar o nimero de neurénios TRPV1 positivos de
pequeno diametro (Hara et al., 2013; Li et al., 2015).

No entanto, 0 aumento na expressao de determinado receptor nédo
indica também aumento de atividade ou sensibilizacdo deste canal. Para
isso, foi necessario demonstrar que o PAC poderia também modificar a
resposta a um agonista TRPV1. Previamente, ja foi demonstrado que a
oxaliplatina poderia provocar um aumento da resposta a capsaicina, e foi
descrito que isso poderia induzir uma sensibilizacdo do canal o que
poderia provocar a hipersensibilidade a este quimioterapico quando
administrado em animais (Anand et al.,, 2010). Neste estudo,
observamos de forma similar que o PAC poderia aumentar a amplitude
da resposta a capsaicina € 0 numero de neurbnios responsivos a
capsaicina em cultura de GRD. Recentemente, observou-se que o PAC
poderia aumentar o influxo de calcio em cultura de GRD de ratos,
porém o protocolo experimental foi diferente daquele realizado neste
experimento, sendo que os neurdnios foram retirados de animais
previamente tratados com PAC (doses repetidas em 4 dias de
administragdo, 2 mg/kg; i.p.) ou veiculo (Liu et al., 2015). Neste estudo,
realizamos a técnica de influxo de célcio em GRD expostos ao PAC ou
veiculo em cultura por 24 horas e ap6s estas células foram expostas ao
agonista TRPV1 (capsaicina, 500 nM). Porém, observamos resultados
similares aos j& publicados (Liu et al., 2015), e estes dados corroboram
0s observados da imunofluorescéncia, porque além de um aumento de
expressdo também podemos observar um aumento do ndmero células
expressando o receptor. Todos estes eventos poderiam auxiliar no
desenvolvimento de hipersensibilidade quando da administracdo do
PAC em ratos, indicando a importancia deste canal para o
desenvolvimento da sindrome de dor aguda em pacientes.
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6 CONCLUSAO

Tendo em vista os resultados obtidos no presente estudo, pode-se
concluir que:

1. A administracdo da dose Unica de PAC induziu nocicepc¢do
aguda (alodinia mecénica e hiperalgesia térmica) em ratos,
caracterizando o modelo de sindrome de dor aguda associada ao PAC.

2. O tratamento sistémico com o antagonista do receptor TRPV1
(SB-366791) foi capaz de reduzir a hipersensibilidade mecénica e
térmica causada pela administracdo de PAC em ratos, mostrando a
participacdo deste receptor neste modelo de dor.

3. A dessensibilizagdo das fibras TRPV1-positivas reduziu a
hipersensibilidade aguda mediada pelo PAC em ratos, dessa forma,
podemos concluir que a nocicepcdo aguda causada por PAC depende
das fibras sensoriais periféricas que expressam o receptor TRPV1.

4. A administragdo de PAC induziu hipersensibilidade a
capsaicina e causou aumento da imunorreatividade ao receptor TRPV1.
Assim, a nocicepgdo aguda causada por PAC poderia ser causada pelo
aumento da expressdo do receptor TRPV1 em neurbnios periféricos
nociceptivos.

5. O influxo de céalcio mediado pelo receptor TRPV1 é
aumentado apds a exposi¢do ao PAC no GRD, mostrando que o receptor
TRPV1 estaria também sensibilizado apds a aplicacdo de PAC.

Concluindo, os nossos dados mostraram que a sindrome de dor
aguda observada ap6s a injegdo de PAC em ratos é mediada pela
sensibilizacdo e também o aumento da expressao de receptor de TRPV1.
Estes resultados mostram que o canal TRPV1 pode ser considerado
como um mecanismo relevante para o desenvolvimetno da sindrome de
dor aguda associada ao PAC. Dessa forma, estratégias terapéuticas
poderiam ser desenvolvidas a partir do blogqueio do receptor TRPV1
para reduzir a dor aguda associada ao PAC.
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HIPERALGESIAINDUZIDA POR PACLITAXEL EM RATOS"
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