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RESUMO

A sindrome de dor complexa regional (SDCR) normalmente pode
desenvolver-se apés o processo de isquemia/reperfusdo tecidual
desencadeado por vérias lesbes, como o trauma induzido por fratura
oOssea. Esta forma de dor é caracterizada por uma dor crdnica resistente a
terapia padrdo, necessitando dessa forma o desenvolvimento de novos
tratamentos eficazes e seguros. Portanto o objetivo deste estudo foi
avaliar o envolvimento do receptor de potencial transitorio anquirina 1
(TRPA1), um canal ibnico sensivel a substancias inflamatérias e
oxidativas, em um modelo de dor pos-isquemia crénica (DPIC) em
camundongos. Para isso, foram utilizados camundongos C57BL/6, ou
ainda camundongos com delecdo génica para o receptor TRPAL (Trpal
") e também animais do tipo selvagem (Trpal**), machos e fémeas (20-
30 g) que foram submetidos ou ndo a 2 horas de isquemia/reperfusdo na
pata traseira direita usando um torniquete de borracha sob anestesia.
Diferentes parametros de nocicepcdo, inflamacdo e isquemia foram
avaliados 1 dia (fase aguda) ou 17 dias (fase croénica) apés a inducédo de
isquemia/reperfusdo para estabeler o modelo de DPIC em camundongos.
Na fase aguda, observou-se o aumento dos niveis de lactato e da
temperatura da pata, edema da pata e tornozelo assim como alodinia
mecanica e ao frio. Na fase cronica, detectou-se o aparecimento de
alodinia mecénica e ao frio e esta fase monstrou-se como aquela
neuropética, sendo que ndo houve alteracdo nas atividades das enzimas
mieloperoxidase e N-acetil-B-D-glucosaminidase (tecido da pata traseira
e nervo ciatico). Apds, diferentes tratamentos foram avaliados na fase
cronica da DPIC, ou ainda foi avaliado o efeito na prevencdo da
nocicepcdo aguda e cronica. Primeiramente, a administragdo intragéstrica
(i.g.) de amitriptilina (controle positivo) foi capaz de reduzir a alodinia
mecanica na fase cronica da DPIC. Também, a administracdo de
antagonistas do receptor TRPA1 (HC-030031 ou A-967079, i.g.) ou 0 uso
de um oligonucleotideo antisentido para o0 TRPAL (via intratecal, i.t.)
mostrou efeito antinociceptivo na fase cronica da DPIC. Além disso, foi
possivel observar um aumento da expressdo do TRPAL no nervo cidtico,
e ainda utilizando um agonista TRPAL1 (AITC) aplicado na pata este
induziu hiperalgesia quimica na fase cronica da DPIC. No nervo ciatico
foi possivel observar um aumento na infiltracdo de macrofagos e também
na imunoreatividade ao 4-hidroxinonenal (4-HNE, agonista TRPA1) em
camundongos na fase cronica da DPIC. Foram também observados
aumentos nos niveis de perdxido de hidrogénio e nas atividades das
enzimas NADPH oxidase e superdxido dismutase na fase crénica da



DPIC. Além disso, a administracdo (i.g.) do composto antioxidante acido
o-lipdico mostrou efeito antinociceptivo na fase cronica da DPIC.
Também animais Trpal” ndo apresentam alodinia mecénica e ao frio na
fase aguda até a fase crénica da DPIC. Finalmente, pode-se perceber que
o tratamento (i.g.) preventivo agudo e repetido (apds 3 dias da indugdo da
DPIC) com o antagonista TRPA1 (HC-030031) ou com o acido a-lipéico,
ou ainda a administracdo do oligonucleotideo antisentido para o TRPAL
(i.t.) mostraram efeito preventivo no modelo de DPIC na fase aguda e
crbnica. Em conclusdo, o antagonismo do receptor TRPAL1 mostrou
eficacia em prevenir o desenvolvimento de dor neuropatica induzida por
DPIC em camundongos, ou foi eficaz no tratamento cronico da
nocicepcdo obsevada na DPIC. Dessa forma, esta estratégia
farmacoldgica poderia ser estudada como uma forma de prevencao da dor
crbnica e aguda induzida por processos de isquemia e reperfusao tecidual.

Palavras-Chave: Acido a-lipdico; Alodinia; Amitriptilina; 4-HNE;
Perdxido de hidrogénio; Macréfagos.



ABSTRACT

The regional complex pain syndrome (CRPS) can normally
develop after the tissue ischemia / reperfusion process triggered by
various lesions, such as trauma induced by bone fracture. This form of
pain is characterized by chronic pain resistant to standard therapy,
necessitating the development of effective and safe new treatments.
Therefore, the objective of this study was to evaluate the involvement of
the transient potential receptor ankyrin 1 (TRPA1), an ionic channel
sensitive to inflammatory and oxidative substances, in a model of chronic
ischemic pain (CIP) in mice. For this, C57BL/6 mice, or mice with
TRPAL receptor deletion (Trpal”), and wild type (Trpal **) mice, male
and female (20-30 g) were also used, which were submitted or not at 2
hours ischemia/reperfusion in the right hind paw using a rubber tourniquet
under anesthesia. Different parameters of nociception, inflammation, and
ischemia were evaluated 1 day (acute phase) or 17 days (chronic phase)
after induction of ischemia/reperfusion to establish the CIP model in
mice. In the acute phase, there was an increase in lactate and paw
temperature, paw and ankle edema, as well as mechanical and cold
allodynia. In the chronic phase, the appearance of mechanical and cold
allodynia was detected and this phase was shown to be similar to that of
neuropathic, and there was no change in the activities of the
myeloperoxidase and nagase (hind paw and sciatic nerve) enzymes.
Afterwards, different treatments were evaluated in the chronic phase of
CIP, or its effects on the prevention of acute and chronic nociception were
evaluated. First, oral administration (p.0.) of amitriptyline (positive
control) was able to reduce mechanical allodynia in the chronic phase of
the DPIC. Also, administration of TRPAL receptor antagonists (HC-
030031 or A-967079, p.o.) or the use of an antisense oligonucleotide for
TRPAL (intrathecal route, i.t.) showed antinociceptive effect in the
chronic phase of CIP. In addition, it was possible to observe an increase
in the expression of TRPAL in the sciatic nerve, and still using a TRPA1
agonist (AITC) applied in the paw this induced chemical hyperalgesia in
the chronic phase of the CIP. In the sciatic nerve it was possible to observe
an increase in macrophages infiltration and also in immunoreactivity to
4-hydroxynonenal (4-HNE, TRPAL agonist) in mice in the chronic phase
of CIP. Furthermore, increased results were also observed for the levels
of hydrogen peroxide and the activities of the NADPH oxidase and
superoxide dismutase enzymes in the chronic phase of the CIP. In
addition, the administration of the a-lipoic acid antioxidant compound
showed antinociceptive effect in the chronic phase of the CIP. Also



TRPA1 animals do not present mechanical allodynia and cold in the
acute phase until the chronic phase of the CIP. Finally, it can be seen that
acute and repeated preventive treatment with the TRPA1 (HC-030031)
antagonist or o-lipoic acid, or administration of the antisense
oligonucleotide to TRPAL (it) showed a preventive effect in the DPIC
model in the acute and chronic phase. In conclusion, TRPAL receptor
antagonism has been shown to be efficacious in preventing the
development of CIP -induced neuropathic pain in mice, or has been
effective in the chronic treatment of nociception obeyed in CIP. Thus, this
pharmacological strategy could be studied as a form of prevention of
chronic and acute pain induced by ischemia and tissue reperfusion
processes.

Keywords: a-Lipoic acid; Allodynia; Amitriptyline; 4-HNE; Hydrogen
peroxide; Macrophages.
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1 INTRODUCAO
1.1. Dor e Nocicepgéo

A capacidade de detectar estimulos nocivos é essencial para a
sobrevivéncia e bem-estar de um organismo, uma vez que a dor funciona
como uma resposta de alerta aos individuos. No entanto, a dor pode
também se tornar um sintoma debilitante, como ocorre nos casos de dor
cronica (Woolf, 2010). Assim, a dor € um dos sintomas clinicos mais
comuns para a procura de cuidados médicos, como também para 0 uso de
medicamentos e dos servicos primarios de salde. O tratamento adequado
para a dor ainda é um desafio terapéutico, sendo estimado que 80% da
populacdo mundial tém acesso limitado a farmacos para o tratamento de
dor moderada a grave (Brennan et al., 2007; Lohman et al., 2010; Cousins
e Lynch 2011; King e Fraser 2013).

Nestas situacdes, a dor cronica causa uma reducdo drastica na
qualidade de vida dos pacientes e leva a muitas implicacbes em niveis:
psicolégico e emocional, maior incidéncia de depressdo; social,
reduzindo a capacidade de trabalho; fisiolégico, causando o
desenvolvimento de dor aguda; e econdmico, reduzindo a forca de
trabalho e aumentando o0s gastos com servicos de saude. Assim,
principalmente em doencas associadas a dor crénica, o tratamento efetivo
da dor deve ser considerado uma prioridade (Brennan et al. 2007; Lohman
et al. 2010; Cousins e Lynch 2011; King e Fraser 2013). Porém, para
muitas formas de dor ainda a caréncia de farmacos potentes e seguros
induz ao tratamento ineficaz da dor, mostrando a necessidade da procura
por novos alvos terapéuticos (Chaplan et al., 2010).

Segundo a Associacdo Internacional para o Estudo da Dor (IASP,
1994), a dor é definida como “uma experiéncia sensorial e emocional
desagradavel, associada a uma lesdo tecidual real ou potencial, ou ainda
descrita em termos que sugerem tal lesdo”. J4 a nocicepgdo ¢
caracterizada como 0s processos neurais de codificacdo e processamento
de estimulos nocivos, assim é um termo fisioldgico que tem sido usado
para descrever estes processos. Dessa forma, o termo nocicepcéo é
principalmente utilizado para descrever os processos dolorosos em
modelos animais, uma vez que a percepcdo da dor é complexa e envolve
também fatores afetivos e cognitivos que ndo podem ser avaliados em
animais, como ratos ou camundongos (Loeser e Treede, 2008;
Navratilova et al., 2013).

A dor pode ser classificada em dor nociceptiva, inflamatdria ou



2

patoldgica. Dessa forma, a dor que é associada a prote¢do do organismo
em circunstancias que podem causar dano potencial aos tecidos € definida
como dor nociceptiva. Esta é gerada pela ativagdo dos nociceptores, que
sdo terminacdes sensoriais capazes de serem ativadas por estimulos
nocivos e que transmitem estas informacdes até estruturas supra-
espinhais envolvidas na percepcdo da dor, como o tdlamo e o cdrtex
sensorial. Portanto, um determinado estimulo nociceptivo (mecanico,
térmico ou quimico) deve ser capaz de ativar 0s nociceptores expressos
na periferia para que cause uma resposta dolorosa no organismo
(Basbaum et al., 2009; Woolf, 2010).

Os nociceptores séo definidos como as terminaces periféricas livres
de axdnios, oriundos de neurdnios sensoriais nociceptivos, sendo que 0
corpo celular destes neurénios esta localizado nos ganglios da raiz dorsal
(GRD) para o corpo, nos ganglios do trigémeo (GT) para a face, nos
ganglios nodosos (GN) e vagais (GV) para as visceras, tendo ambos um
ramo axonal periférico e central que inerva o seu 6rgdo-alvo e a medula
espinhal, respectivamente. Desta maneira, 0s neurdnios nociceptivos sao
pseudo-unipolares, porque possuem terminacdes centrais (medula
espinhal e tronco cerebral) e também periféricas (tecido onde possui
inervacgdes), as quais sdo capazes de detectar a informacao na periferia e
transmitir para as estruturas centrais (Basbaum et al., 2009). Existem duas
classes principais de nociceptores nos neurdnios sensoriais envolvidos na
transmissdo de estimulos nociceptivos, as fibras Ad e C. As fibras Ad sdo
formadas por neurdnios mielinizados de médio didmetro, os quais
medeiam a dor aguda, bem localizada ou dor rapida. A segunda classe de
nociceptores inclui as fibras C que sdo representadas por neurdnios de
pequeno didmetro e ndo mielinizados, 0s quais transmitem uma sensagao
de dor pulsante e moderada (Loeser e Treede, 2008; Basbaum et al., 2009;
Ossipov et al., 2010; Woolf 2010).

A transmissdo de um determinado estimulo nocivo depende da sua
capacidade de gerar um potencial de agdo quando ocorre a ativagao de um
nociceptor na periferia, sendo este conduzido até o corno dorsal da
medula espinhal (sobretudo as laminas I, 11 e V), onde ocorre a liberagédo
de neurotransmissores excitatorios, principalmente glutamato e a
substancia P (SP). Apds a ocorréncia deste processo é possivel que uma
resposta reflexa ao estimulo nocivo seja gerada, e desta forma o local
afetado serd afastado da fonte de estimulo, sendo que esta acdo € gerada
pela ativacdo de um neurdnio motor reflexo por meio de um interneurénio
excitatorio (Loeser e Treede, 2008; Basbaum et al., 2009; Ossipov et al.,
2010; Woolf, 2010). Por outro lado, para que este sinal seja transmitido
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como ordem sensorial, ele deve ascender pelos axdnios provenientes de
neurdnios de projecdo pela via espinotaldmica que apresenta terminagdes
no talamo ventroposterior e ventrobasal, sendo projetado para o cortex
somatosensorial. E esta via é importante para o reconhecimento do local
e a intensidade do estimulo doloroso (Basbaum et al., 2009; Woolf, 2010).

Além disso, uma via diferente pode conduzir os estimulos
provenientes do corno dorsal da medula espinhal até o cortex insular e
cingular, através de conexdes no nucleo parabraquial (tronco cerebral) e
na amigdala. Esta via é denominada espinoparabraquial amidaloide, e é
relevante para modulacdo das dimens6es afetivas da experiéncia dolorosa
(Loeser e Treede, 2008; Basbaum et al., 2009; Ossipov et al., 2010; Woolf
2010).

Porém, se o estimulo causar lesdo ao organismo e posterior ativacio
do sistema imune a dor é considerada dor inflamatdria, sendo uma forma
de dor relevante para a recuperacao do tecido lesado (Loeser e Treede,
2008). Também, em processos inflamatérios podemos observar uma
maior liberacdo de neuropeptideos como o peptideo relacionado com o
gene da calcitonina (CGRP) e a SP que podem levar ao processo de
inflamac&o neurogénica. Este processo é acompanhado regularmente da
excitacdo de nociceptores aferentes primarios, ocorrendo 0
extravasamento de plasma e vasodilatacdo (Loeser e Treede, 2008).

Na resposta imune ap6s lesdo, ha presenca de citocinas e a tentativa
de regeneracdo do tecido que sensibilizam os nociceptores presentes na
periferia e causam hipersensibilidade observada na inflamacéo. Apos esse
processo, deve ocorrer a homeostase que é a regulacéo da resposta pro-
inflamatdria ap6s a infeccdo, e é restabelecida por condi¢bes nocivas
como mecanismo de protecdo para a resolucdo da inflamacdo. Assim,
enquanto ndo ocorrer a homeostase, a dor inflamatéria cronica pode
acontecer, resultando por exemplo na producdo aumentada de citocinas
pré-inflamatorias que eventualmente levam a uma sensibilizacdo
periférica e central. Assim os receptores de membrana do nociceptor sao
ativados e/ou sensibilizados por substancias pro-inflamatérias que séo
geradas pela lesdo ativando-os e gerando a dor (McDonald et al., 2014).

Também nas formas de dor patoldgica, como a dor neuropética,
ocorre a transmissdo do estimulo sensorial, porém neste caso pode ocorrer
facilitacdo da geracdo de estimulos tanto no sistema nervoso periférico
guanto no sistema nervoso central, descrita como sensibilizagdo periférica
ou central, respectivamente (Hehn et al., 2012). Assim, 0s pacientes
apresentam sintomas como dor espontanea, e também hipersensibilidade
a estimulos previamente descritos como in6cuos (chamado de alodinia) e
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a estimulos ja descritos como dolorosos (chamada de hiperalgesia)
(Loeser e Treede, 2008). Uma forma de dor neuropatica, que pode ocorrer
0 desenvolvimento tanto de dor inflamatdria como de dor neuropatica, e
a ocorréncia de hipersensibilidade e dor espontanea, é a sindrome da dor
complexa regional (SDCR) (Sebastin, 2011).

1.2. Sindrome da Dor Complexa Regional (SDCR)

Uma forma de dor relatada como dor “persistente” que apresenta
contraturas ap6s certo procedimento de sangria, foi descrita pela primeira
vez como a sindrome da dor complexa regional (SDCR) pelo cirurgido
Ambroise Pare, na Franga no século XVI (Feliu e Edwards 2010). Feliu
e Edwards (2010) em seus estudos afirmam que Mitchell (1872) utilizou
o termo causalgia do grego kausis, que significa fogo, para descrever a
mesma dor, e essa descri¢ao continua sendo uma das melhores a respeito
do quadro clinico da SDCR. E ainda no mesmo estudo mostraram que na
Alemanha (1900), Sudeck descreveu uma sindrome dolorosa pds-
traumatica que incluia edema e modificagdes tréficas. Porém, em 1994, a
IASP apds uma reavaliacdo, nomeou este quadro como sendo a SDCR
(Feliu e Edwards, 2010). Esta forma de dor foi definida como uma
desordem caracterizada por uma dor intratavel e incapacitante do membro
afetado, que é desencadeada por vérias lesfes e é muitas vezes resistente
a terapia padrdo (Ahmad e Kumar, 2015).

Portanto é necessario o entendimento da fisiopatologia e dos
mecanismos envolvidos neste tipo de dor para definir o que a constitui. O
termo SDCR foi estabelecido devido a dor ser considerada essencial para
o diagndstico da sindrome, sendo que a dor pode ser aguda ou ainda
perpetuar por meses ou anos, descrita como croénica (Stanton-Hicks et al.,
1998). Dessa maneira, a dor crdnica é caracterizada como um estado de
dor neuropética, pois os pacientes relatam a sensacdo de dor a estimulos
antes descritos como alodinia apresentando disfungdo sensorial. Além
disso pode ser caracterizada pelo aparecimento de hiperalgesia, além da
ocorréncia de dor espontdnea (Stanton-Hicks et al., 1998; Loeser e
Treede, 2008; Woolf, 2010). Os sintomas parecem estar envolvidos com
a resposta inflamatdria inicial induzida pela lesdo. Isso pode ocorrer
através da producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) gerado por
esta resposta inflamatoria, e assim causando estresse oxidativo que pode
estar relacionado com a inducdo e manutengdo da dor neuropatica
(Gierthmuhlen et al.,, 2014). Estes pacientes apresentam alodinia
principalmente ao frio e a estimulos mecéanicos (Gierthmuhlen et al.,
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2014), sendo assim possivelmente receptores envolvidos na transmissao
destas formas sensoriais poderiam estar envolvidos na dor neuropatica
observada na SDCR.

A similaridade entre os sintomas classicos de inflamacao (dor, calor,
rubor e edema) e a presenca de sinais inflamatérios com alteracdes
tréficas e alodinia mecanica na SDCR, assemelha-se a inflamacéo
neurogénica. Na inflamagao neurogénica, ocorre a ativacao dos aferentes
primarios, levando a liberacdo de neuropeptidios inflamatérios, como o
peptideo relacionado ao CGRP e a SP das terminagfes nervosas. Essa
liberacdo de CGRP aumenta o fluxo sanguineo periférico devido a
vasodilatacdo nas arteriolas; e a liberagdo de SP induz o extravasamento
plasmético das vénulas, causando edema, além de levar a ativagdo de
células residentes inflamatérias (Birklein e Schmelz, 2008). A liberacdo
de neuropeptideos na fase aguda explica o aumento de temperatura da
pele, edema, e alteracfes troficas obervadas nas unhas, pelo ou pele.
Acredita-se que esses neuropeptideos sejam liberados, em seu grande
contingente, por nociceptores sensibilizados pelo trauma inicial. O
recrutamento e sensibilizacdo desses nociceptores leva ao aparecimento
de alodinia, sinal marcante na fase cronica da SDCR (Gierthmuhlen et al.,
2014). Assim, é interessante estudar 0S receptores expressos em
nociceptores que poderiam estar causando o desenvolvimento de
inflamagdo neurogénica e que entdo estariam participando destes
mecanismos de sensibilizacdo.

Esta sindrome foi descrita também como complexa, pois expressa as
caracteristicas clinicas variadas encontradas nessas condi¢bes como dor,
edema, atividade vasomotora com mudanca de coloracdo do membro,
hiperidrose, distonia, hipotrofia muscular e osteopenia. Pode-se dizer que
é regional, uma vez que, ha maioria dos casos, a sindrome envolve apenas
uma regido do corpo, geralmente uma extremidade. Entretanto, pode
ocorrer em outra parte ou se espalhar para diferentes areas do corpo
(Stanton-Hicks et al., 1998). Clinicamente, a SDCR é uma condicdo de
dor comum incapacitante, pode ter inicio ap6s um trauma, geralmente em
uma extremidade. Este trauma pode ser uma fratura distal, lesdo nervosa,
lesdo pds-cirdrgica, constricdo do membro, sindromes de compressdo
nervosa, infarto do miocardio, acidente vascular encefalico, infeccéo,
injecGes ou tumores (Feliu e Edwards, 2010).

Maihofner et al., (2010) mostraram uma taxa de incidéncia de
5,46/100.000/ano e uma taxa de prevaléncia de 20,57/100.000 para a
SDCR, baseados em dados epidemioldgicos de uma populacdo de
Olmsted County em Minnesota nos Estados Unidos. Mas a epidemiologia
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da SDCR no Brasil ndo estad bem definida até 0 momento, e a distribuicéo
da SDCR entre as faixas etarias mostra um maximo entre a quinta e a
sétima década de vida e uma proporcdo entre o sexo feminino e o
masculino de 2-3:1, repectivamente (Maihdfner et al., 2010).

A SDCR é dividida em dois tipos: tipo | e tipo 1l. Aquela do tipo | é
chamada também de distrofia simpatico reflexa (DSR), a qual trata-se de
uma neuropatia que pode se desenvolver a partir de um trauma numa
extremidade corpdrea sem que ocorra lesdao nervosa inicial. E a do tipo I,
também conhecida como causalgia, diferindo do tipo | justamente por
apresentar lesdo nervosa inicial no nervo periférico, mesmo que parcial,
para confirmagdo diagnostica (Feliu e Edwards, 2010).

Entre os sintomas da SDCR tipo I, destacam-se dor espontanea,
resposta dolorosa exacerbada a diversos estimulos (hiperalgesia),
alodinia, disfuncdo da regulagdo vasomotora e sudomotora, mudancas
tréficas na pele, cabelo, unhas e pele, e anormalidades motoras (Veldman
etal., 1993). Também ha evidéncias de que a SDCR tipo | é acompanhada
por mudancas em regifes do sistema nervoso central que regulam dor e
sensagdes somaticas como o cortex sensorial primério e secundario, da
insula, cdrtex somatossensorial associativo, frontal e partes do cortex
cingulado anterior. Essas evidéncias mostram que a percep¢do da dor
deve ser diferente em individuos saudaveis e com SDCR-I tanto para dor
evocada por estimulo térmico ao frio quanto para dor evocada por
estimulo mecanico (Maihofner et al., 2010).

Estudos mostram que a SDCR é frequentemente relatada como um
transtorno pos-traumatico doloroso de dificil tratamento (Klafke et al.,
2016). Da mesma forma, outros tipos de dor como: fibromialgia, dor
lombar ou dor de cabeca, que também sdo apenas clinicamente definidas,
nao possuem ainda mecanismos fisiopatolégicos muito conhecidos
(Trevisan et al., 2016). Tornando-se assim importante o estudo dessas
patologias para o melhor tratamento desses pacientes. Até o momento,
alguns estudos vém investigando a SDCR em varios aspectos
fisiopatoldgicos. No entanto ¢ indicado o tratamento farmacologico para
a dor, sendo também relatado a necessidade de tratamento psicolégico em
caso de superprotecdo irracional do movimento ou problemas
psiquiatricos como depressdo (Stanton-hicks et al., 1998; Birklein e
Schlereth, 2008). Existem varios métodos de tratamento disponiveis, tais
como a fisioterapia, corticosteroides, blogueio simpético, farmacos anti-
inflamatdrios, antidepressivos triciclicos, opioides e cirurgia para
colocacdo de estimulador medular. Porém, muitas das terapias atuais séo
utilizadas com intuito puramente analgésico, sem que se trate a causa, por
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isso é importante entender como ocorre a dor na SDCR (Allen et al., 1999;
Hord e OaKlander, 2003). ]

E possivel que na fase aguda da SDCR ocorra uma inibicéo central
dos neur6nios vasoconstritores simpaticos, o que pode levar ao aumento
da temperatura do membro afetado. Na transmissdo neurovascular as
mudangas secundarias aliadas ao dano endotelial induzem pele fria em
pacientes e vasoconstricdo, com um quadro crbénico de SDCR por
apresentarem disfungdo sensorial, levando a alodinia e hiperalgesia
nesses pacientes (Gierthmuhlen et al, 2014). Dessa maneira, a partir do
conhecimento dos mecanismos envolvidos na dor na SDCR pode-se
modificar o curso da sindrome de forma que a dor ndo se torna cronica,
visando o desenvolvimento de terapias que promovam, ndo sé a reducéao
da dor, mas a prevencao da dor neuropatica. Alguns estudos mostram que
a terapia com o uso de antioxidantes e de corticosteroides podem reduzir
a dor aguda e a resposta inflamat6ria da SDCR-I, mas a eficécia global
foi baixa, e nenhum tratamento parece ser adequado para a dor crbnica
associada a SDCR-I (Gierthmuhlen et al., 2014). O diagnoéstico correto da
SDCR e o inicio do tratamento imediato e correto faz-se necessario para
melhorar os sintomas dos pacientes antes de chegar a fase crénica, mas
muitas vezes isso é dificil ocorrer pois o uso de analgésicos pelos
pacientes pode diminuir a dor no primeiro momento, mas aps um tempo
esses ndo funcionam e somente depois de alguns meses ¢ identificado a
SDCR (Sebastin, 2011).

Além disso, o uso de farmacos depende do estagio da dor, a utilizacdo
de analgésicos (como o celecoxib e ibuprofeno) séo Uteis na fase aguda.
Os farmacos opioides podem ser utilizados em pacientes na fase cronica
da SDCR (Sebastin, 2011). Outro estudo traz o uso de antioxidantes, que
sequestram radicais livres, como N —acetilcisteina (NAC) no tratamento
da SDCR (Perez et al., 2003). Foi também demonstrado que a
administragdo de vitamina C pode reduzir os sintomas de dor em
pacientes (Zollinger et al., 1999), assim sugerem uma possibilidade de um
efeito terapéutico deste composto no estagio inicial de SDCR. Também
ha provas da eficoicia de antidepressivos (amitriptilina),
anticonvulsivantes (dilantina) e capsaicina tépica no tratamento crénico
na SDCR (Sebastin, 2011).

Os pacientes com dor aguda (inflamatdria) respondem a fisioterapia,
enquanto que os casos moderados ou crbnicos (neuropaticos) podem
requerer analgésicos, antidepressivos. Além disso, alguns pacientes
necessitam de bloqueio anestésico regional que séo Uteis na dor moderada
a grave que ndo respondem a terapia farmacoldgica, ou ainda a
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neuromodulacdo que envolve a modulacdo das vias centrais da dor por
uma corrente elétrica ou aplicacdo quimica ao eixo neural central, que
incluem a estimulacdo da medula espinhal e do nervo periférico (Rho et
al., 2002). A dor cronica observada na SDCR exige tratamento
multidisciplinar a longo prazo, incluindo fisioterapia, apoio psicoldgico e
medidas de alivio da dor (Sebastin, 2011).

Devido a falta da compreensdo dos mecanismos envolvidos na
SDCR, poucos sdo os tratamentos eficazes (Bruehl, 2010). Portanto,
foram desenvolvidos modelos animais para o estudo da fisiopatologia da
dor na SDCR-I, conforme mostra estudo com um modelo animal da
SDCR tipo | apds o método de isquemia e reperfusdo prolongada na pata
traseira de ratos (Coderre et al., 2004). Neste modelo, observou-se que o
segmento corpdreo afetado apresentava uma diminuicdo da oxigenacédo
pela hemoglobina capilar (HbO;) e um aumento do lactato periférico,
refletindo um aumento da glic6lise anaerébica (Coderre et al., 2004). O
tecido muscular de um membro afetado de um paciente que optou pela
amputacdo para alivio da dor causada pela SDCR-I, revelou degeneracéo
do nervo periférico e anormalidades do masculo consistente com uma
inflamacdo cronica, também apresenta pigmento lipofuscina, fibras
hipotréficas e camadas da membrana basal dos capilares muito finas. Tais
achados séo existentes em condicdes de isquemia na presenca de estresse
oxidativo resultando em microangiopatia em tecidos musculares (Coderre
e Bennett, 2008).

A inducdo da nocicepcao aguda e cronica acontece devido a hip6tese
de que a geracdo de radicais livres pode ser parcialmente responséavel pela
SDCR-I e no modelo de dor p6s-isquemia cronica (DPIC), pois segundo
um estudo com antioxidantes mostra que esses foram capazes de reduzir
os sinais de alodinia mecéanica (Coderre et al., 2004). Marcadores de
estresse oxidativo estdo elevados na presenca de inflamacdo, e foi
observado que alguns pacientes com SDCR-I tém inflamacdo crénica
profunda dos tecidos devido a patologia microvascular causada por uma
lesdo de isquemia-reperfusdo (Coderre e Bennett, 2008). Outro estudo
também avaliou a hipersensibilidade dolorosa a norepinefrina, mostrando
gue ratos com DPIC apresentam respostas nociceptivas anormais a
agentes vasoconstritores adrenérgicos e ndo adrenérgicos. Assim
apresentam que a hipersensibilidade persistente a vasoconstri¢do
simpética sdo mecanismos importantes no modelo de dor na SDCR-I
(Xanthos et al., 2008).

A investigacdo sobre os mecanismos envolvidos na SDCR ocorreu
de forma intensiva durante as duas Ultimas décadas, mas ainda ha escassez
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sobre o tratamento adequado e os mecanismos envolvidos nos sintomas
dolorosos. Portanto, é relevante avaliar os mecanismos que geram e
mantém a dor neuropatica, assim o presente estudo tem como finalidade
compreender 0s mecanismos responsaveis para 0 desenvolvimento e
manutencéo da fase cronica da SDCR-I, utilizando o um novo modelo de
isquemia e reperfusdo em camundongos.

1.2. SDCR-I induzida por Isquemia/Reperfusdo

Uma das formas mais comuns de SDCR-1 é a lesdo por
isquemia/reperfusdo ap6s trauma ou compressdao de membros. Neste
caso, ocorre a sintese de mediadores pré-inflamatérios e substancias
reativas que levam a resposta inflamatoria e lesdo vascular, e estes
mecanismos podem estar envolvidos na lesdo neuronal crénica periférica
(Heumann, 1987; Wesseldijk et al., 2008; Gierthmuhlen et al., 2014).
Além disso, varios estudos descrevem que nas lesdes isquémicas em
nervos periféricos de animais, pode ocorrer a destruigdo simultanea das
artérias locais e 0s vasos longitudinais acessiveis no epineuro (Durward,
1948; Ferrari et al., 1991). Dessa maneira tem sido sugerido que a
reperfusdo pode desempenhar um papel importante no desenvolvimento
de lesdo tecidual ap6s isquemia do nervo (Schmelzer et al., 1989). As
alteracdes morfoldgicas sdo em grande parte, dependentes da situacdo em
gue o nervo ¢ avaliado, apresentando diferentes formas dependendo da
fase em que se apresenta (aguda ou crénica) do sintoma doloroso (Nukada
e McMorran, 1994).

Estudos mostram processos isolados ou combinados, que levam ao
dano neuronal apds a isquemia: como reducdo da disponibilidade
energética (diminuicdo os niveis de adenosina trifosfato — ATP), o
aumento de célcio intracelular e formacdao de radicais livres (Taylor et al.,
1996; Frantseva et al., 2001; Schaller e Graf 2004) Também, logo ap6s a
isquemia, as mitocondrias estdo debilitadas em funcdo da hipdxia, e
guando ocorre a reperfusdo, a disponibilidade de oxigénio aumenta,
gerando assim radicais livres. A mitocondria é a principal fonte geradora
de radicais livres ap6s a lesdo (Frantseva et al., 2001), pois 0 oxigénio que
volta a circular pode ndo ser totalmente utilizado pela fosforilagdo
oxidativa, gerando radicais livres extremamente lesivos para o tecido
(Nagamatsu et al., 1996). O estresse oxidativo e os danos causados pela
lesdo da isquemia e reperfusdo levam a formagdo de produtos
intermediarios, como por exemplo os produtos finais formados durante o
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processo de lipoperoxidacdo, destacam-se o 4-hidroxinonenal (4-HNE),
também a producdo excessiva de substancias oxidantes como o perdxido
de hidrogénio (Klafke et al., 2016). Esses produtos ndo sdo complemente
reduzidos e, portanto, sdo bastante reativos, pois a concentragdo destes
compostos reativos € limitada em tecidos ndo isquémicos. E isso ocorre
pelo balango realizado pelas defesas antioxidantes (Ferrari et al., 1991).

Apos a lesdo celular devido a isquemia/reperfusdo ocorre também a
inducdo da inflamacdo tecidual, que inclui a liberagdo de citocinas por
células locais ou que infiltraram no tecido, contribuindo para a severidade
da lesdo neuronal (Aschner, 1998). Devido aos radicais livres presentes
através da lesdo que danificou células endoteliais de capilares, pode
ocorrer a liberacdo de mediadores pro-inflamatérios. Dessa forma,
aumenta-se a expressdo de moléculas quimiotaxicas que recrutam
mondacitos, linfdcitos e plaquetas, os quais se acumulam e ocluem os
capilares, causando a liberacdo de citocinas como o fator de necrose
tumoral-alfa (TNF-a), interleucina-1 (IL-1) e interleucina-6 (IL-6)
(Coderre e Bennett, 2008). Pesquisas sobre a inflama¢do em humanos
com SDCR comparam niveis de TNF-a e IL-6, e encontraram aumento
nos niveis de citocinas apenas nos casos agudos (Huygen et al. 2002).
Também, um estudo utilizando um modelo em ratos da SDCR-1 mostrou
aumento dos niveis de TNF-a, na fase aguda da nocicepgéo, mostrando a
participacdo dessas citocinas pré-inflamatorias no desenvolvimento dessa
sindrome dolorosa (Klafke et al., 2016).

Outros mecanismos foram associados ao aparecimento de dor na
SDCR provocada por isquemia/reperfusdo, como o aumento da
concentracdo de calcio intracelular e a ativacdo do sistema glutamatérgico
e do receptor de potencial transitorio anquirina 1 (TRPAL) (Taylor et
al.,1996; Frantseva et al., 2001; Schaller e Graf, 2004; Sasaki et al., 2014;
Klafke et al., 2016). Dessa maneira, 0 estudo de novos mecanismos
envolvidos no desenvolvimento da lesdo neuronal apds a inducdo de
isquemia é relevante, porque o tratamento com agentes antioxidantes,
anti-inflamatorios ou corticosteroides ndo apresenta eficacia em muitos
casos. Além disso, ainda ndo existe nenhum tratamento adequado para o
tratamento da dor neuropatica induzida por isquemia/reperfusdo ou para
a prevencao deste processo (O’Connell et al., 2016). Por isso outros alvos
gue medeiam esse tipo de dor como os receptores de potencial transitorio
(TRP) vem sendo estudados (Klafke et al., 2016).

Portanto como j4 foi avaliado esse modelo em ratos, no presente
estudo para poder validar esse modelo em camundongos foi estudado e
avaliado a validade de face, para mostrar a capacidade do modelo animal
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de produzir nocicepcao avaliado pelos testes de alodinia mecénica e ao
frio, assim como observado em pacientes com a SDCR. Além disso foi
avaliado a validade preditiva que vai se referir a sensibilidade do modelo
em testar farmacos para o controle de dor. E também foi avaliado a
validade de constructo que estd relacionada a mimetizacdo da
fisiopatologia da SDCR no modelo animal de DPIC (Kapczinski et al.,
2011).

1.3. Receptor de potencial transitério anquirina 1 (TRPA1)

Os membros da familia do receptor TRP sdo canais catiénicos ndo
seletivos que estdo envolvidos em varios processos fisiol6gicos e estados
patoldgicos (Calixto et al., 2005; Bautista et al., 2006). Os receptores
TRP sdo sensores celulares polimodais envolvidos em uma grande
variedade de processos celulares (Montell, 2005; Moran et al., 2011).
Atualmente, mais de 50 membros da familia TRP ja foram caracterizados,
sendo uma das maiores familias de canais iénicos com ampla distribui¢do
filogenética (Vriens et al., 2009; Minke, 2010). Em mamiferos
encontram-se 28 diferentes proteinas TRP agrupadas em 6 familias de
acordo com a sua sequéncia de aminoacidos e designadas como: TRPV
(vaniloide), TRPC (can6énico), TRPM (melastatina), TRPP (policistina),
TRPML (mucolipina) e TRPA (anquirina) (Clapham et al., 2001;
Montell, 2011).

Os canais TRP consistem estruturalmente em seis dominios
transmembrana (S1-S6), sendo que ambas as regibes amino- (NHy) e
carboxi- (COOH) terminais estdo localizadas intracelularmente
possuindo comprimentos varidveis. A por¢do carboxi-terminal €
altamente conservada nos diferentes receptores TRP e pode conter uma
sequéncia conservada composta de 23 a 25 residuos de aminoéacidos
(dominio TRP), presente nas familias TRPC e TRPM. Esta regido é
utilizada para marcacdo e descoberta de novos receptores desta familia
(Zhu, 2005; Venkatachalam e Montell, 2007). Préximo a regido amino-
terminal normalmente a proteina contém diversas repeti¢des de anquirina,
gue medeiam interacdes especificas entre proteinas e os receptores TRP,
podendo estar envolvidas na formagéo de complexos macromoleculares
entre a membrana plasmatica e o citoesqueleto (Sedgwick e Smerdon,
1999; Montell, 2005; Venkatachalam e Montell 2007). Eles também
desempenham um papel central na regulacdo de diversas funcgdes
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fisiopatoldgicas, como dor crénica e inflamagdo, assim esses canais séo
estudados como possiveis alvos de fdmacos (Julius, 2013).

Estes receptores comegaram a ser descritos apos a descoberta de uma
funcdo sensorial para o canal TRPC em Drosophila, onde ele funciona
como um fotorreceptor (Montell e Rubin, 1989). Muitos receptores
expressos em neurdnios sensoriais sdo importantes para a percepgdo de
estimulos nocivos, como os receptores TRPA1 e TRPV1
(receptor de potencial transiente vanil6ide do tipo 1) (Basbaum et al.,
2009). Estes canais tém sido indicados como importantes alvos para a
descoberta de novos analgésicos, sendo que grande atengdo tem sido
direcionada a estudos do papel destes receptores em patologias dolorosas
(Sasaki et al., 2014). Mutagdes nos receptores TRP tém sido relacionadas
ao desenvolvimento de diferentes doengas, mostrando a importancia
destes canais em processos fisioldgicos (Levine e Alessandri-Haber,
2007; Nilius et al., 2011). Estudos demonstraram gque uma mutagdo com
ganho de funcdo para o receptor TRPAL pode levar a uma sindrome
familiar de dor episddica, comprovando a importancia deste receptor para
a transdugdo de estimulos dolorosos (Kremeyer et al., 2010).

O TRPAL é o nico membro da subfamilia TRPA identificado em
mamiferos (Andrade et al., 2012). Este canal possui aproximadamente 14
repeticdes do tipo anquirina em seu longo dominio amino-terminal
indicando assim o nome do canal (Cvetkov et al., 2011). Além disso,
diversos residuos de cisteina conferem a capacidade deste receptor de ser
ativado por compostos reativos por meio de modificacdo oxidativa destes
residuos (Baraldi et al., 2010; Andrade et al., 2012). O receptor TRPAL ¢
geralmente expresso em sub-tipos especificos de neurbnios sensoriais
peptidérgicos nos ganglios da raiz dorsal, nos ganglios trigeminais, nos
ganglios nodoso e vagal, sendo normalmente co-expresso com o receptor
TRPV1 (Story et al., 2003; Nagata et al., 2005).

O canal TRPA1l foi primeiramente caracterizado como um
termoreceptor ativado por frio nocivo (abaixo de 17°C) (Story et al.,
2003). Atualmente tem se dado énfase ao seu envolvimento na alodinia
ao frio em diferentes patologias dolorosas (Sasaki et al., 2014). Porém, o
envolvimento do receptor TRPA1 na deteccdo do frio nocivo ou ainda do
calor deve ser estudado, pois acredita-se que 0s canais TRP respondem
ao frio ou ao calor, e o subtipo TRPA1 parece estar bastante relacionado
como sensor de temperatura. Também foi observado a propriedade de
detecgdo de calor através do TRPA1 em mamiferos, podendo contribuir
para a estudos de calor desconfortavel e além de frio nocivo (Moparthi et
al., 2016).
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Além disso, alguns compostos irritantes derivados de plantas, como
0 isotiocianato de alila, cinamaldeido e alicina; isolados da mostarda,
canela e alho, respectivamente, sdo capazes de estimular o TRPAL
(Bandell et al., 2004; Jordt et al., 2004; Calixto et al., 2005; Bautista et
al., 2006). O canal TRPA1 é também ativado por diversos poluentes
industriais e irritantes ambientais, como a acroleina (2-propenal,
encontrada na fumaca de cigarro) e o formaldeido (McNamara et al.,
2007; Baraldi et al., 2010; Andrade et al., 2012). Também, esse receptor
¢ ativado por compostos enddgenos reativos produzidos apds dano
tecidual e associados a condi¢des dolorosas como o 4-hidroxinonenal (4-
HNE), espécies reativas de oxigénio como o perdxido de hidrogénio
(H20>) ou de nitrogénio (NO) (Andersson et al., 2008; André et al., 2008;
Bessac e Jordt, 2008; Sawada et al., 2008; Keeble et al., 2009; Baraldi et
al., 2010). Assim a interacdo entre o receptor TRPAL e estes compostos
altamente reativos € de grande relevancia para o reconhecimento do dano
celular, principalmente durante eventos inflamatérios e neuropaticos,
sendo que este canal pode ser entendido como um sensor para esta
modalidade de estimulo (Macpherson et al., 2005; Hinman et al., 2006;
Bang et al., 2010).

O canal TRPAL pode ser encontrado tanto na periferia, como nas
terminages centrais da medula espinhal. Dessa maneira a ativagao deste
receptor induz influxo de calcio e sddio causando a liberacdo de
neuropeptideos na periferia, como o CGRP e a SP, e também contribui
para a geragdo de potenciais de acéo (Figura 1) (Basbaum et al., 2009).
Dessa forma, a estimulacdo dos nociceptores contendo TRPA1 gera uma
série de respostas pré-inflamatorias, um fendmeno denominado de
inflamacdo neurogénica (Richardson e Vasko, 2002; Geppetti et al.,
2008). As respostas associadas & inflamagéo neurogénica compreendem
fatores vasculares (vasodilatagdo arteriolar e edema causado por
extravasamento plasmatico das vénulas pds-capilares) e nédo vasculares
(bronconstrigdo, secre¢do glandular de muco, entre outras respostas)
(Richardson e Vasko, 2002; Geppetti et al., 2008).
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Figura 1: O receptor TRPAL encontrado em terminagdes nociceptivas é relevante
para a liberacdo de neuropeptideos (SP e CGRP) causando inflamacdo
neurogénica, além de auxiliar na geracdo de potenciais de a¢do que contribuem
para a transmissdo de estimulos dolorosos até centros supra-espinhais. Fonte: do
autor.

A ativacdo do canal TRPAL por agonistas endégenos ou exdgenos
induz dor espontanea e inflamacdo neurogénica em modelos de
nocicepcdo em roedores e também em humanos (Nilius et al., 2011;
Andrade et al., 2012; Bautista et al., 2013). Quando ocorre a estimulacéo
dos nociceptores contendo TRPA1 ha uma série de respostas pro-
inflamatorias em uma situacéo de inflamacdo neurogénica. Portanto essa
estimulacdo do TRPAL engloba uma série de respostas inflamatdrias
vasculares e ndo vasculares (Richardson e Vasko, 2002; Geppetti et al.,
2008).

Ainda pode decorrer 0 aumento da expressdo do TRPALl em
patologias dolorosas, pois outros modelos de dor neuropatica cronica
relatam alteraco significativas na immunorreatividade do canal TRPAL,
0 que foi associado também ao desenvolvimento de hipersensibilidade ao
frio causada por inflamacdo e danos neuronais (Obata et al., 2005;
Yamamoto et al., 2015; Klafke et al., 2016). Assim a ativagéo do receptor
TRPA1 também esta envolvida no desenvolvimento de diferentes
patologias dolorosas, como dor inflamatdria e neuropética(Rosa et al.,
2014; Klafke et al., 2016). E cada vez mais estudos sugerem que 0 TRPA1
pode contribuir para o surgimento da alodinia ou hiperalgesia em
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muitos modelos dor neuropatica, incluindo os modelos de dor por
constricdo do nervo ciatico e trigeminal (Rosa et al., 2014; Trevisan et al.,
2016), onde esses modelos demonstram envolvimento de TRPAL, e ainda
sugerem que este canal possa ser normalmente ativado por subprodutos
de estresse oxidativo (Trevisan et al., 2016).

Os mecanismos moleculares para a ativagdo e sensibilizagdo do
receptor TRPAL ainda ndo sdo bem conhecidos em patologias dolorosas.
Porém a principal hipdtese seria que substancias oxidantes produzidas
durante estes estados dolorosos poderiam sensibilizar o receptor de
maneira a induzir o desenvolvimento de alodinia mecénica e ao frio
(Nassini et al., 2011; Materazzi et al., 2012; Trevisan et al., 2013).
Também, até o momento ndo foi relatado nenhum efeito adverso de
antagonistas do receptor TRPA1 em modelos animais, tornando o canal
TRPAL1 um alvo potencial para a descoberta de protétipos, buscando
novas drogas analgésicas (Andrade et al., 2012; Cao et al., 2012; Bautista
etal., 2013).

Recentemente, foi publicado que o canal do receptor TRPAL poderia
mediar a dor espontanea em um modelo de dor pés-isquemia aguda em
camundongos (Sasaki et al., 2014; So et al., 2016). Além disso, um estudo
do nosso grupo de pesquisa observou aumento dos niveis de um agonista
do TRPAL, o 4-HNE apés a inducdo de DPIC em ratos, tanto na fase
aguda ou na fase crénica, adicionalmente, o antagonismo com TRPA1
reduziu a alodinia mecénica e ao frio nas duas fases (aguda e crbnica)
apo6s 0 modelo de DPIC em ratos (Klafke et al., 2016). Porém, ainda nao
foi muito explorado o envolvimento do receptor TRPA1 na manutengdo
da dor neuropatica observada em um modelo de SDCR-I.

O receptor TRPAL parece participar de diferentes formas de
nocicepcdo, assim os antagonistas da TRPA1 foram desenvolvidos por
diversos grupos de pesquisa para serem utilizados como analgésicos
(Preti etal., 2015). Além disso, nenhum efeito adverso grave foi descrito
para esses compostos. Porém, alguns estudos tém relacionado a
possibilidade do TRPA1 de modular fungdes centrais, como memdria e
aprendizagem(Lee et al., 2015). Nessa perspectiva, os efeitos colaterais
destes compostos devem ser melhor avaliados em estudos futuros.

Como o desenvolvimento de dor neuropatica na SDCR-lI ndo
apresenta tratamento eficaz (Ahmad e Kumar, 2015) é relevante a procura
por novos tratamentos e também formas de prevencdo para o sintoma
doloroso apresentado na sindrome. Dessa forma, além do envolvimento
de espécies reativas e do processo inflamatorio no desenvolvimento da
lesdo neuronal na SDCR-I, o receptor TRPAL poderia ser um mediador
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deste processo. Entdo, o objetivo deste estudo foi avaliar a participacéo
do receptor TRPAL na manutenc¢ao da fase aguda e crénica da nocicepcéao
no modelo de dor induzida por isquemia/reperfusdo em camundongos.
Além disso, foi avaliado se o tratamento com um antagonista do receptor
TRPAL ou um antioxidante poderiam prevenir o desenvolvimento de dor
neuropaética.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o envolvimento do receptor TRPAL no desenvolvimento e
manutencdo da nocicep¢do aguda e crénica no modelo de dor induzida
por isquemia/reperfusdo em camundongos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Desenvolver um modelo de dor induzida por isquemia/reperfusdo em
camundongos observando marcadores de isquemia e inflamagdo, ou
repostas nociceptivas envolvidas nas fases aguda ou cronica;

2. Avaliar o potencial antinociceptivo de um antidepressivo
(amitriptilina) em um modelo dor induzida por meio de
isquemia/reperfusdo em camundongos durante a fase cronica;

3. Investigar o efeito antinociceptivo dos antagonistas do receptor TRPA1
(HC-030031 e A-967079) durante a fase cronica da nocicepgdo no
modelo de dor induzida por isquemia/reperfusdao em camundongos;

4. Observar o desenvolvimento da nocicepcdo relacionada a
isquemia/reperfusdo apés a administracdo intratecal de oligonucleotideo
anti-sentido para o receptor TRPAL durante a fase crénica;

5. Estudar a expressdo do receptor TRPAL em nervo ciético na fase
crbnica da indugdo da isquemia/reperfusdo em camundongos;

6. Observar se a administracdo intraplantar de um agonista TRPAL
causaria hiperalgesia quimica na fase croénica do modelo de dor induzida
por isquemia/reperfusdo em camundongos;

7. Determinar a atividade das enzimas mieloperoxidase e NAGase em
pata e nervo ciatico em um modelo de dor induzida por
isquemia/reperfusdo em camundongos;

8. Realizar a imunofluorescéncia do nervo ciatico para observar a
migracdo de macréfagos e a imunoreatividade para 0 4-HNE;

9. Avaliar a possivel participagdo do agonista endégeno do receptor
TRPAL (peroxido de hidrogénio), da atividade da NADPH oxidase e da
superdxido dismutase na fase cronica da DPIC;

10. Avaliar o potencial antinociceptivo de um composto antioxidante
(acido a-lipdico) em um modelo dor induzida por meio de
isquemia/reperfusdo em camundongos durante a fase crénica;

11. Analisar o desenvolvimento da dor relacionada a isquemia/reperfusao
em camundongos com delegdo genética para o receptor TRPA1 (Trpal”
) ou animais selvagens (Trpal*/*);
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12. Avaliar o efeito protetor da administracdo intratecal de
oligonucleotideo anti-sentido para o receptor TRPA1 no desenvolvimento
da nocicepgdo relacionada a isquemia/reperfusdo em camundongos;

13. Avaliar o potencial preventivo de um antagonista do receptor TRPAL
(HC-030031) ou de um composto antioxidante (acido a-lipdico) em um
modelo dor induzida por meio de isquemia/reperfusdo em camundongos.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1. Aspectos éticos

Os experimentos foram realizados nas instalagdes do Laboratério de
Biologia Celular e Molecular do Programa de Pds-graduacdo em Ciéncias
da Salde da Universidade do Extremo Sul Catarinense — UNESC ou do
Departamento de Ciéncias da Salde, Setor de Farmacologia Clinica e
Oncologia da Universidade de Florenga, Italia. Os experimentos in vivo e
as coletas de tecidos realizados na Universidade de Florenca, e ocorreram
de acordo com a Unido Européia (UE) e a legislacdo italiana (DLgs
26/2014, aplicacdo da Diretiva da UE 2010/63/UE) para procedimentos
de cuidados com animais, e sob licenga de pesquisa da Universidade de
Florenca (#194/2015-PR).

Todos os procedimentos experimentais foram realizados de acordo
com as recomendages internacionais para o cuidado e o uso de animais
de laboratério, além das recomendac@es para o uso de animais do Colégio
Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) e com a aprovagéo do
Comité de Etica no Uso de Animais da Universidade do Extremo Sul
Catarinense (CEUA, nimero de protocolo 009/2015-1, ANEXO 1 e 2).
Também, o nimero de animais e de estimulos nociceptivos foram os
minimos necessarios para demonstrar os efeitos consistentes dos
protocolos (Zimmermann, 1983).

3.2. DESENHO EXPERIMENTAL

3.2.1  Animais

Foram utilizados camundongos C57BL/6 machos e fémeas (20-30 g),
adultos (60 dias de idade) obtidos do biotério da Universidade do Extremo
Sul Catarinense. Os animais foram acondicionados em 5 animais por
caixa, com ciclo claro-escuro de 12 horas (07:00 as 19:00) e comida e
agua ad libitum. O ambiente foi mantido a temperatura de 23+1° C. Os
experimentos foram também realizados utilizando camundongos machos
e fémeas adultos (20-30 g) criados no biotério do Departamento de
Ciéncias da Saude, da Universidade de Florenca (Itélia), do tipo selvagem



20

(Trpal**) ou com delegdo génica para o receptor TRPA1 (Trpal’; B6;
129P-TRPA1tm1Kykw/J), que foram produzidos por cruzamento de
heterozigotos com animais a partir de camundongos C57BL/6 (Jackson
Laboratories, Bar Harbor, Maine, EUA)(Kwan et al., 2009). Os
camundongos (Trpal** e Trpal’) foram alojados em ambiente com
temperatura controlada, no nimero de 5 animais por caixa com maravalha
e material de nidificacdo, mantidos a 22+1 °C. Os animais foram alojados
com uma Luz/ciclo escuro de 12 horas (luzes acesas em 07:00 a.m.) e
alimentados com comida de roedores (Global Diet 2018, Envigo, Mildo,
Italia) e 4gua da torneira ad libitum.

Em todos os experimentos comportamentais permitiu-se que 0s
animais aclimatassem em seu alojamento durante pelo menos 7 dias antes
da experimentagdo e na sala experimental por 1 hora antes dos
experimentos. Os experimentos comportamentais foram realizados em
ambiente silencioso com temperatura controlada (20 a 22 °C) entre 9 a.m.
e 5 p.m. Os pesquisadores fizeram a andlise de modo cego ao tratamento
medicamentoso e genétipo na realizacdo dos testes e ao grupo
experimental, quando da realizacdo dos protocolos experimentais foi
seguido o protocolo ARRIVE guidelines (Kilkenny et al., 2011).

Ap6s a inducdo da isquemia/reperfusdo foram investigados diversos
pardmetros moleculares através de andlises bioquimicas descritas a
seguir. Para isso os animais foram eutanasiados por método quimico
utilizando tiopental (50 mg/kg/10 mL, intraperitoneal). Ap0s os testes de
nocicepcdo que foram avaliados do 1° ao 17° dia apds a inducdo da
isquemia/reperfusdo. Quando necessario o animal recebeu uma dose
maior de tiopental até ndo possuir mais reflexos, e apés foram coletadas
as amostras de sangue, pele da pata, nervo tibial e nervo ciatico, que foram
rapidamente removidas e armazenadas de forma adequada para cada
dosagem.

3.2.2 Farmacos e reagentes

Os farmacos e reagentes utilizadas no presente estudos foram HC-
030031 [2(1,3-dimetil-2,6-dioxo- 1,2,3,6-tetra-hidro-7H-purin-7-il) -N-
(4-isopropilfenil) acetamida] que foi sintetizado como previamente
descrito (Andre et al., 2008). A amitriptilina utilizada foi da marca
TOCRIS. Todos os oligonucleotideos utilizados foram da marca idt.
Procedéncia (EUA). A acetona foi adquirida da Vetec (Rio de Janeiro,
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Brasil). As outras substancias que ndo foram indicadas de outro modo,
incluindo o acido a-lipdico e 0 A-967079 [ (1E, 3E) -1- (4-fluorofenil) -
2-metil-1-penten-3-ona Oxima] foram obtidos a partir da marca Sigma-
Aldrich (Sigma, St Louis, MO, EUA).

3.2.3. Modelo animal de isquemia e reperfusdo em camundongos

Segundo o modelo da SDCR tipo | desenvolvido em ratos, chamado
de DPIC, esse é realizado ap6s a exposi¢do prolongada a isquemia e
reperfusdo por um periodo de 3 horas (Coderre et al., 2004). Porém, o
presente estudo é o primeiro modelo em camundongos C57BL/6 de
DPIC, assim padronizou-se a exposicao pelo tempo de 2 horas a isquemia
com os animais anestesiados com uma mistura de cetamina e xilazina (90
mg/kg e 3 mg/kg, respectivamente, i.p.). Ap6s a inducdo da anestesia, um
torniquete elastico (Elastico Ligadura Stick Ortho Technology) foi
colocado ao redor da pata traseira esquerda do camundongo ficando
préximo a articulagdo do tornozelo. A cessacdo da anestesia foi
programada para que os camundongos se recuperaram totalmente dentro
de 30-60 minutos apds a reperfusdo, que ocorreu imediatamente apos a
remocdo do torniquete. No grupo controle os camundongos tiveram
exatamente 0 mesmo tratamento anestésico, porém o torniquete de
elastico foi cortado de modo que apenas vagamente ficou rodeado ao
tornozelo, e ndo teve a funcdo de obstruir o fluxo sanguineo na pata
traseira do grupo controle, de acordo com Coderre et al. (2004).

Os primeiros testes para observar o desenvolvimento de DPIC foram
realizados do 1° até o 17° dia apds a indugdo de isquemia/reperfusdo.
Apds esse periodo pode-se avaliar o desenvolvimento de alodinia
mecanica, alodinia ao frio e edema na fase aguda (1° dia) e o
desenvolvimento de alodinia mecénica e ao frio até a fase cronica (17°
dia). Portanto foi essa fase cronica a escolhida para os testes na avaliacéo
do efeito dos tratamentos. A fase cronica foi aquela considerada como
neuropatica pelos experimentadores, € como é aquela de maior
dificuldade de tratamento clinico (Klafke et al. 2016), foi a fase
principalmente explorada neste estudo. Também, o papel do receptor
TRPAL ja foi estudado em modelos agudos de isquemia e reperfusdo
(Sasaki et al., 2014; Klafke et al., 2016; So et al., 2016), por este motivo
o foco principal do estudo em questdo é o tratamento e prevencao da fase
cronica da DPIC.
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Figura 2: Demonstracdo do torniquete de borracha localizado na pata traseira
direita do animal. Fonte: do autor.

3.2.4 Medida dos niveis de lactato e fluxo sanguineo

O lactato se acumula durante a privacdo de oxigénio (Rogatzki et al.,
2015; Klafke et al., 2016) portanto para confirmar o desenvolvimento de
isquemia foi realizada medicdes de lactato no sangue dos camundongos
de um grupo com DPIC e outro grupo controle. Para isso, amostras do
nervo tibial e o sangue dos camundongos foram rapidamente removidos,
o0 sangue foi centrifugado e obtido o plasma, o tecido foi homogeneizado
e foram armazenados de forma adequada para cada dosagem do lactato.
A dosagem de lactato foi realizada por meio de um analisador
automatizado Cobas MIRA, e os resultados foram expressos como
mg/dL.

Também foram realizadas imagens de ultrassom (por meio do
aparelho Voluson 730 PRO) da pata traseira dos camundongos para
avaliar o fluxo sanguineo, tendo que se apresentar normal sem o
torniquete de borracha (grupo controle), e logo ap6s a presenga do
torniquete na pata com o animal anestesiado deverd mostrar uma queda
no fluxo sanguineo no primeiro momento avaliado, desse modo pode-se
confirmar o modelo de isquemia e reperfuséo.
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3.2.5 Medida da temperatura e da espessura da pata e tornozelo

Para observar o desenvolvimento de edema da pata posterior, a
espessura da pata traseira esquerda e tornozelo esquerdo foram medidos
utilizando um paquimetro digital obtendo um valor basal antes da
isquemia e reperfusdo (Trevisan et al., 2013). Medidas do teste foram
obtidas 2, 3 e 24 horas apés a isquemia/reperfusdo e estas medidas foram
comparadas com os valores basais.

Também, foi realizado o procedimento para a avaliagdo da
temperatura através da diferenca da medida de temperatura da pata do
valor basal e do valor depois do procedimento de isquemia e reperfuséo,
nos mesmos tempos utilizados na avaliagdo do edema. Para isso, mediu-
se uma vez a temperatura da superficie dorsal de cada pata traseira com a
utilizacdo de um termdmetro digital (Termdmetro Digital Infravermelho
Sem Contato, Techline). Medidas do teste foram obtidas em 2, 3 e 24
horas apés a isquemia/reperfusao e estas medidas foram comparadas com
0s valores basais.

3.2.6 Avaliacéo da resposta nociceptiva

Todos os testes foram avaliados antes (basal) e apds a inducdo da
isquemia e reperfusdo (Klafke et al., 2016). As mesmas medidas de
nocicepcdo foram avaliadas quando houve a administracéo dos farmacos
em diferentes intervalos de tempo (1, 2 e 3 horas) para a avaliagdo da
curva de tempo do efeito do farmaco administrado, e quando avaliado a
resposta preventiva dos farmacos administrados desde a fase aguda (1°
dia) até a fase cronica (17° dias) apés a inducdo da DPIC ou grupo
controle.

3.2.6.1 Teste do von Frey (alodinia ao estimulo mecanico)

Para estudar a sensibilidade a estimulos mecénicos foi realizado o
teste utilizando filamentos de von Frey de intensidade crescente, como
descrito anteriormente (Dixon, 1980; Rossato et al., 2011; Trevisan et al.,
2012). Brevemente, os animais foram ambientados no local de
experimentacdo, que consiste em camaras elevadas com chéo de tela
metalica por 1 hora. Apds esse periodo, foi realizada a estimulacdo da
pata traseira direita de cada animal com filamentos de von Frey pelo
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método de “up-and-down”. O primeiro filamento utilizado promoveu
uma pressdo de 0,6 g e caso ocorresse retirada da pata foi aplicado um
filamento com pressdo menor. Porém, caso ndo ocorresse retirada da pata
foi utilizado um filamento com pressdo maior. No total, foram realizadas
seis estimulacdes, utilizando os filamentos de 0,07; 0,16; 0,40; 0,60; 1;
1,4; 2,0; e 4,0 g. Com os resultados obtidos, foi calculado o valor
correspondente a 50% do limiar (em g), que cada animal suporta (limiar
50%). Uma diminuicdo deste valor foi considerada como alodinia
mecanica e uma reversdo nesta queda como sendo um efeito
antinociceptivo (anti-alodinico) (Dixon, 1980).

3.2.6.2 Teste da acetona (alodinia ao frio)

Para estudar o tempo de nocicepc¢éo foi realizado o teste da gota de
acetona. Apos 0s animais serem ambientados, uma gota de acetona (20
uL) foi colocada na superficie dorsal da pele da pata dos animais. As
respostas comportamentais para a gota de acetona foram cronometradas
utilizando um cronémetro digital e medido o tempo em segundos, como
descrito anteriormente (Trevisan et al., 2013).

3.2.7 Avaliacdo do potencial antinociceptivo de um antidepressivo
(amitriptilina)

O composto analgésico amitriptilina foi utilizado como controle
positivo do modelo de dor induzida por isquemia e reperfusdo em
camundongos. Para isso foi realizada a administracdo intragéstrica (i.g.)
de amitriptilina (20 mg/kg) (Jeanson et al., 2016) ou veiculo (1% de
DMSO em salina, NaCl 0.9%). Os tratamentos foram realizados 17 dias
apos a indugdo da DPIC e as medidas de nocicepcédo de alodinia mecénica
e alodinia ao frio foram observadas no tempo de 1, 2 e 3 horas ap6s o
tratamento, também uma medida basal foi realizada antes e apés 17 dias
da isquemia/reperfusdo.
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3.2.8 Investigacdo do efeito antinociceptivo dos antagonistas do
receptor TRPA1

Para avaliar o papel do TRPAL na nocicepc¢do cronica do modelo de
DPIC, foram utilizados os antagonistas TRPAL seletivos HC-030031 e
A-967079. Assim, estes compostos foram administrados por via i.g., HC-
030031 (300 mg/kg) e A-967079 (60 mg/kg). Doses de administracéo de
farmacos foram baseados em dados anteriores (McNamara et al., 2007;
Eid et al., 2008; Trevisan et al., 2012, 2013), para o veiculo foi utilizado
DMSO a 1% em NaCl a 0,9% em todos os testes. Os tratamentos foram
realizados 17 dias apds a inducdo da isquemia/reperfusdo, e as medidas
de nocicep¢do através da alodinia mecénica e alodinia ao frio foram
observadas no tempo de 1, 2 e 3 horas apds o tratamento, também uma
medida basal foi realizada antes e ap6s 17 dias da isquemia/reperfuséo.

3.2.9 Avaliac8o da administracdo de oligonucleotideo anti-sentido
para o receptor TRPA1

Os animais receberam a administragdo por via intratecal (volume de
5 uL) do oligonucleotideo anti-sentido para 0 TRPA1 (30 pg/kg/10 mL)
ou do controle do oligonucleotideo anti-sentido para o TRPA1 (30
Mg/kg/10 mL) (Katsura et al., 2006), por 3 dias antes da fase crénica (dias
14, 15 e 16), ou o tratamento foi realizado em animais controle (Figura
3). A administracdo esta de acordo com o método anteriormente descrito
(Hylden e Wilcox, 1980), e foram realizadas em animais conscientes, a
fim de eliminar a possivel interferéncia de anestésicos. Uma agulha
conectada a uma microseringa (25 ul), por intermédio de uma canula de
polietileno, foi inserida através da pele, fixando-se entre as vértebras no
espaco subdural entre os segmentos espinhais L5-L6. No tempo de 24
horas (dia 17) apds a Gltima administracdo intratecal do oligonucleotideo
anti-sentido para TRPAL ou do controle do oligonucleotideo anti-sentido
para TRPAL, foram realizadas medidas de limiar mecénico e térmico ao
frio nos camundongos, também uma medida basal foi realizada antes da
isquemia/reperfuséo.
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Figura 3: Esquema da administracdo intratecal do oligonucleotideo anti-sentido
para o TRPAL ou controle. Fonte: do autor.

3.2.10 Deteccdo da imunoreatividade para o receptor TRPAL por
Western blot

O possivel aumento da imunoreatividade do receptor TRPA1
apos 17 dias da inducéo de isquemia/reperfusao foi analisado por técnica
de Western blot (Trevisan et al., 2013). Para isso, 0s animais foram
submetidos a isquemia/reperfusdo e 17 dias ap0s, as amostras do nervo
ciatico foram removidas. Estas amostras foram entdo homogeneizadas em
tampao de lise contendo (em mM): 50 Tris, 150 NaCl, 2 EGTA, 100 de
NaF, 1 NazVVO4, Nonidet P40 a 1%, pH 7.5, e um conjunto de inibidores
de protease (Roche,Basel, Switzerland). Os lisados foram centrifugados
a 8000 x g, a 4°C durante 45 minutos e a concentracdo de proteina no
sobrenadante foi determinada usando o ensaio de Bio-Rad DC proteina.
As amostras com quantidades iguais de proteinas (30 pg) foram em
seguida separadas por eletroforese em gel de 10% SDS-poliacrilamida e
transferidas para uma membrana de nitrocelulose (Merck Millipore
Billerica, MA). Apds, as membranas foram incubadas com uma solugéo
de blogueio contendo molico 5% em tampéo Tris (20 mM Tris, pH 7.5,
NaCl 150 mM) e 0.1% de Tween 20 durante 1 hora a temperatura
ambiente, seguida de uma incubagéo com anticorpo monoclonal primério
anti-TRPA1 (Novus Biologicals, Littleton, CO, USA) a 4°C durante a
noite. As membranas foram entdo incubadas com anticorpo secundario
IgG anti-coelho conjugado com peroxidase (Bethyl Laboratories Inc.,
Cambridge, UK) durante 1 hora & temperatura ambiente e entdo reveladas
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com kit de quimioluminescéncia (ECL, Pierce, Thermo Scientific,
Rockford, IL, USA). A densidade das bandas especificas foi observada
utilizando um programa de processamento de imagem (ImageJ 1.32J,
Wayne Rasband, USA) e normalizadas com B-actina.

3.2.11 Nocicepcdo espontdnea induzida por administracéo
intraplantar de isotiocianato de alila (AITC)

A hiperalgesia quimica para um agonista TRPA1 foi determinada no
modelo de DPIC na fase cronica utilizando o agonista TRPAL (AITC).
Para isso, 0s animais apds o procedimento de isquemia e reperfusdo e
tanto os animais controles foram colocados em caixas transparentes de 20
x 20 x 20 cm e adaptados por 20 minutos no local (Trevisan et al., 2013b).
Apos este tempo, 20 ul de AITC (dose de 1 nmol/pata) foram injetados
de forma intraplantar sob a superficie da pata traseira direita dos
camundongos. Durante 5 minutos foi cronometrado o tempo que o animal
permaneceu lambendo a pata, o que foi considerado como indicativo de
nocicepgao.

3.2.12 Determinacéo dos marcadores de infiltracdo celular

Para avaliar a infiltracdo celular gerada pela indugcdo da
isquemia/reperfusdo (17 dias apds a DPIC), foi determinada a atividade
das enzimas N-acetil-B-D-glucosaminidase (NAGase) e mieloperoxidase
(MPQ) como marcadores de presenca de macrofagos ou neutrofilos
(infiltracdo celular), respectivamente (Suzuki et al., 1983; Lloret e
Moreno 1995). Para isso, amostras da pele da pata e do nervo ciatico
foram homogeneizadas em tampéo acetato de sodio (8 mM, pH 5.5, 0,5%
HTAB), centrifugadas a 16.000 x g, 4°C por 20 minutos e o sobrenadante
foi dividido em duas aliquotas. Para a determinagdo da NAGase, 25 uL
de amostra foi incubada com 25 pL de p-nitrofenil-2-acetamida-p-D-
glicopiranoside (2.24 nM) e 100 pL de tampé&o citrato de sédio (50 mM,
pH 4.5) a 37°C por uma hora. Ap6s, 100 pL de tampdo glicina (0.2 uM,
pH 10.4) foi adicionado para finalizar a rea¢do e a coloracao desenvolvida
foi lida a 405 nm. Para determinar a atividade da MPO, 10 ul de amostra
foi incubada com 200 ul de tampéo acetato e 20 ul de tetrametilbenzidina
(18.4 mM) a 37°C por 3 minutos. A reacdo foi finalizada pela adicéo de
30 pl de acido acético, em banho de gelo, e a coloracdo desenvolvida sera
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lida a 630 nm. Ambas as reagdes serdo lidas em um leitor de placas
FisherBiotech Microkinetcs Reader BT 2000. Valores foram expressos
como densidade 6tica por mg de proteina na amostra, determinada pelo
método de Bradford (1976).

3.2.13 Imunofluorescéncia para o agonista TRPA (4-HNE) e presenca
de macréfagos

Para observar se a inducdo da isquemia/reperfusdo era
acompanhada por adaptacdes neurais em fibras aferentes foi observada a
marcacdo para 0 4-HNE (um agonista TRPA1) e também um marcador
de macrofagos no nervo ciatico dos camundongos (Trevisan et al. 2016).
E estas avaliagbes foram realizadas 17 dias ap6s a indugdo da
isquemia/reperfusdo ou no grupo controle. Para isso, amostras de nervo
ciatico, foram preparadas para a deteccdo da imunofluorescéncia para
F4/80 (marcador de macréfagos) ou 4-HNE (agonista TRPAL). Assim, 0s
nervos ciaticos foram removidos, pos-fixados durante 24 horas e
embebidos em formaldeido 4% e acido picrico 12.5% em PBS (0.1 M), e
apos foram crioprotegidos durante a noite a 4°C em 30% de sacarose até
a crioseccdo. As criosec¢Oes com cortes congelados (10-20 pm) foram
realizados em um microtomo manual rotativo, logo essas foram incubadas
com o anticorpo primario F4/80 (1:50, termo Fisher) ou 4-HNE (1:40,
HNEJ-2, Abcam) (1 hora a temperatura ambiente) diluido em solucéo de
bloqueio fresca (PBS, pH 7,4, 10% de soro de cabra normal, NGS). As
sec¢Oes foram entdo incubadas com anticorpos secundarios fluorescentes:
Goat anti-Mouse Alexa Fluor® 488 (1: 600, Invitrogen, Mildo, Italia)
diluido 1:600 (2 h, protegido da luz). E logo foram cobertas utilizando um
meio de montagem a base de agua com 4'6'-diamidino-2-fenilindole
(DAPI) (Abcam, Cambridge, UK). A andlise de controles negativos (ndo
imunes Soro) foi realizada simultaneamente para excluir a presenca de
coloragdo imunofluorescente ndo especifica, imunocoloragdo cruzada. O
ndmero de células F4/80 foi contada em caixas de 10* um? dentro das
linhas tracejadas dos ramos lesados do nervo ciatico. A coloragdo com
F4/80 ou 4-HNE foram avaliadas como a intensidade de fluorescéncia
medida por um programa de processamento de imagem (ImageJ 1.32J,
National Institutes of Health, Bethesda, EUA) (Trevisan et al., 2016).
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3.2.14 Dosagem dos niveis de perdxido de hidrogénio

O possivel aumento da concentracdo de perdxido de hidrogénio
(agonista TRPAL) foi observado na pele da pata e no nervo ciatico 17 dias
apos a inducdo de isquemia/reperfusdo ou no grupo controle. Para isso, as
amostras foram homogeneizadas em 4°C por 30 segundos cada com 0,3
mL de tampéo fosfato (50 mM — pH 7.4), contendo 5 mM de azida de
sodio. O homogenato foi centrifugado a 10.000 x g a 4°C por 20 minutos.
O contelido de H20- foi determinado pelo método de vermelho de fenol
utilizando a peroxidase do rabanete (HRPO). A cada 0,075 mL do ensaio,
0.075 mL do homogenato sobrenadante e 0.5 mL de vermelho de fenol
(200 pg/mL) e HRPO (100 pg/mL) foram adicionados e incubados & 25°C
por 10 minutos. Ao final da incubagdo, 100 uL de NaOH 1 M foram
adicionados e, em seguida, a absorbancia foi determinada
espectrofotometricamente a 610 nm. Os resultados finais foram
expressos como equivalentes de nanomoles de H»O; por mg de proteina
(mmol/mg), sobre a base de uma curva padrdo de oxidacdo mediada por
HRPO, de vermelho de fenol por H.O; (Trevisan et al., 2013). Os valores
foram expressos como densidade éptica, corrigida pelo contetido de
proteina, que foi mensurado pelo método de Bradford (1987).

3.2.15 Avaliagdo da atividade das enzimas NADPH oxidase e da
superoxido dismutase (SOD)

A atividade da NADPH oxidase foi observada em amostras da pele
da pata e no nervo ciatico 17 dias ap6s a inducéo de isquemia/reperfusdo
ou no grupo controle, utilizando um kit de ensaio comercialmente
disponiveis (CY0100, citocromo ¢ redutase, NADPH Kit de Ensaio,
Sigma-Aldrich, Mildo, Italia). Resumidamente, a pele da pata e no nervo
ciatico foram homogeneizados em 50 mM de tampao de fosfato (pH 7,4)
e centrifugados durante 10 minutos a 3.000x g a 4 °C, e o sobrenadante
foi centrifugado durante 40 minutos a 10.000x g a 4 °C. O sobrenadante
final foi utilizado para determinacdo da atividade de NADPH. Os valores
da atividade da NADPH oxidase foram descritos como U/mL/mg de
amostra. A atividade da SOD foi realizada como descrito anteriormente
(Bannister e Calabrese, 1987). Resumidamente, a amostra de tecido foi
homogeneizada em tampdo Tris-HCI (100 mM, pH 7,4; 100 mM de
sacarose, 10 mM de EDTA e 46 mM de KCI), e centrifugada a 2000x g a
4 °C durante 3 minutos. Depois, a amostra (20 ul) foi misturada com
adrenalina (20 ul, 60 mM) e tampdo de glicina (1,000 mL, 50 mM, pH
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11) incubada a 33°C, e as alteragdes na absorvancia foram observadas a
480 nm e monitoradas durante 5 minutos. Os valores da atividade da SOD
foram descritos como U/mL/mg de amostra.

3.2.16 Avaliacdo do tratamento com um composto antioxidante
(acido a-lipdico)

Para avaliar o efeito antinociceptivo de um composto antioxidante no
modelo de DPIC, foi utilizado o composto acido a-lipdico (100 mg/kg )
(Benemei et al., 2014a) ou veiculo (1% de DMSO em salina, NaCl 0.9%).
Os tratamentos foram realizados 17 dias ap6s a inducdo da
isquemia/reperfusdo, e as medidas de nocicepgao de alodinia mecénica e
alodinia ao frio foram observadas no tempo de 1, 2 e 3 horas ap6s 0
tratamento, também uma medida basal foi realizada antes e apés 17 dias
da isquemia/reperfusao.

3.2.17 Andlise da nocicepcao associada a isquemia-reperfusdo em
camundongos com delegdo genética para o receptor TRPAL (Trpal”)

Os experimentos foram realizados utilizando camundongos da
Universidade de Florenca (Italia) do tipo selvagem (Trpal**) ou com
delecdo génica para o receptor TRPA1 (Trpal”), para isso foi realizado
0 mesmo procedimento de DPIC pelo tempo de 2 horas com 0s animais
anestesiados com uma mistura de cetamina e xilazina (90 mg/kg e 3
mg/kg, respectivamente, i.p.). Ap6s a inducgdo da anestesia, um torniquete
eslastico foi colocado ao redor da pata traseira esquerda do camundongo
ficando préximo a articulagdo do tornozelo. A cessacdo da anestesia foi
programada para que os camundongos se recuperaram totalmente dentro
de 30-60 minutos apds a reperfusdo, que ocorreu imediatamente apos a
remocdo do torniquete. Os primeiros testes para observar o
desenvolvimento de dor isquémica foram realizados do dia 1°, 5°, 9°, 12°
e até 0 17° dia apds a inducdo de isquemia/reperfusdo. Apds esse periodo
pode-se avaliar o desenvolvimento de alodinia mecanica através do limiar
mecanico utilizando filamentos de von Frey, e ainda alodinia ao frio que
foi avaliada pela exposi¢cdo da pata traseira do animal a gota de acetona
(20 pl) e contado o tempo em segundos que o animal apresentou
nocicepgéao.
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3.2.18 Avaliacdo do efeito preventivo da administracdo de
oligonucleotideo anti-sentido para o receptor TRPAL

Os animais receberam a administracdo por via intratecal (volume de
5 L) do oligonucleotideo anti-sentido para 0 TRPA1 (30 pg/kg/10 mL)
(Katsura et al., 2006), ou do controle do oligonucleotideo anti-sentido
para 0 TRPA1 (30 pg/kg/10 mL) por 3 dias consecutivos. Esses animais
receberam a administracdo antes (dias -2, -1) e no dia da
isquemia/reperfusdo (dia 0 que foi realizado o modelo da DPIC). No
tempo de 24h ap6s a Gltima administracdo intratecal do oligonucleotideo
anti-sentido para TRPAL ou do controle do oligonucleotideo anti-sentido
para TRPAL foram realizadas medidas de limiar mecénico e térmico ao
frio, e também 5, 9, 12 e 17 dias ap6s ao procedimento de
isquemia/reperfusdo (Figura 4).
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Figura 4: Esquema da administracdo do oligonucleotideo anti-sentido para
TRPAL ou controle para o efeito preventivo das fases aguda e cronica induzidas
pela DPIC. Fonte: do autor.

3.2.19 Avaliagdo do efeito preventivo da administracdo do
antagonista do TRPA1 (HC-030031) e de um composto antioxidante
(acido a-lipdico)

Para a avaliacdo do efeito preventivo foi realizada a administracéo do
antagonista do TRPA1 (HC-030031, 300 mg/kg, i.p.) (McNamara et al.,
2007; Eid et al., 2008; Trevisan et al., 2012, 2013) em um grupo de
animais e o outro grupo de animais recebeu a administracéo de acido o-
lipdico (100mg/kg, i.p.) (Benemei et al., 2014) ou veiculo (DMSO a 1%
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em NaCl a 0,9%) administrados por via i.g. As administracdes foram
realizadas no dia da isquemia/reperfusdo, apos cortar o torniquete de
borracha (neste dia os animais foram administrados 3 vezes com intervalo
de 2 horas) e por 3 dias consecutivos foi realizada a administracdo dos
tratamentos 1 vez ao dia (24 horas ap6s a administracdo do primeiro dia).
Entdo, os primeiros testes nociceptivos de medida de limiar mecéanico e
térmico para observar o tratamento da dor isquémica foram realizados do
dia 1°, 5° 9°, 12° e até 0 17° dia ap6s a inducdo de isquemia/reperfusdo
nos dois grupos de animais (Figura 5).
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Figura 5: Esquema da administracdo do antagonista TRPA1 (HC-030031),
acido a-lipdico ou veiculo para prevencdo das fases aguda e cronica induzidas
pela DPIC. Fonte: o autor

3.3 Analise estatistica

Os dados foram expressos como a média + erro padrdo da média e
foram analisados estatisticamente por teste T-Student, ou andlise de
variancia (ANOVA) de uma ou duas vias conforme o protocolo
experimental, seguido do pés-teste de Bonferroni quando necessério. As
diferencas entre os grupos foram consideradas significativas quando os
valores de P foram menores que 0.05 (P<0.05), utilizando o programa
GraphPad Prism 5.0.
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4 RESULTADOS

4.1 O MODELO DE DOR POS-ISQUEMIA CRONICA (DPIC)
AUMENTOU O NIVEL DE LACTATO NO PLASMA E NERVO
TIBIAL DE CAMUNDONGOS

Observou-se aumento dos niveis de lactato periférico (Figura 6A) e
no nervo tibial (Figura 6B) 1 dia apds a inducdo de DPIC. Porém, apds
17 dias da inducdo de isquemia e reperfusdo os niveis de lactato periférico
e de lactato do nervo tibial retornaram aos niveis basais (Figura 6A e 6B).
Os niveis de lactato no nervo tibial ttm a importancia de mostrar o
processo isquémico local induzido pelo torniquete de borracha, enquanto
gue a medida de lactato no sangue periférico demonstra o efeito global do
modelo de DPIC. Os niveis de lactato foram observados em camundongos
machos e fémeas.

A indugo da isquemia foi confirmada também através de imagens de
ultrassom na pata traseira dos camundongos, onde foi avaliado o fluxo
sanguineo antes da aplicacdo do torniquete, durante a isquemia e também
no final da aplicacdo do torniquete (2 horas ap6s). Os camundongos
apresentaram um grau moderado de acumulo de liquido no tecido
subcutaneo na superficie dorsal da pata traseira, embora a mesma
permaneceu com cianose durante o tempo de isquemia e sem fluxo
sanguineo (dados ndo mostrados).
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Figura 6. O modelo de dor pds-isquemia cronica (DPIC) causou aumento agudo
nos niveis de lactato no plasma e no nervo tibial de camundongos. Avaliacdo dos
niveis de lactato mensurado no (A) plasma ou no (B) nervo tibial. Os niveis de
lactato foram medidos nos dias 1 e 17 ap6s a inducdo de isquemia e reperfusao
nos grupos DPIC ou no grupo controle. Os valores de lactato foram representados
como mg/dL. Os dados foram representados como média + S.E.M. (n = 4-6
animais). ***P <0.001, quando comparado ao grupo DPIC com controle.
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4.2 O MODELO DE DPIC AUMENTOU A TEMPERATURA E
CAUSOU EDEMA EM CAMUNDONGOS

Ainda para caracterizar e confirmar o modelo de DPIC foram
realizadas as medidas de temperatura da pata e do edema de pata e
tornozelo do animal que recebeu o torniquete de borracha para que fosse
realizada a isquemia/reperfusdo, ou em animais controle. Pode-se
observar que em comparagao com 0 grupo controle, os animais apos a
exposicdo da isquemia e reperfusdo apresentaram aumento da
temperatura da pata traseira 2 € 3 horas apds a DPIC, e que a temperatura
retornou ao valor basal apds 24 horas. N&o houve diferenga estatistica
observada entre camundongos machos e fémeas (Figura 7A).

De forma semelhante, a inducdo de isquemia e reperfusdo causou
edema de pata traseira (Figura 7B) e do tornozelo (Figura 7C) nos tempos
de 2 e 3 horas, e ndo houve alteracdo da espessura da pata traseira ou do
tornozelo apds 24 horas. Também ndo foi detectada diferenca
significativa entre os animais machos ou fémeas.
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Figura 7. O modelo de dor pos-isquemia crénica (DPIC) causou aumento de
temperatura e formagdo de edema em camundongos. Avaliacdo da (A)
temperatura da pata traseira, (B) edema da pata traseira e (C) edema do tornozelo
em diferentes tempos (2, 3 e 24 horas ap6s a inducdo de DPIC ou em animais
controle). A temperatura foi avaliada através de um termdmetro digital, enquanto
que o edema foi avaliado através de um paquimetro digital nos diferentes tempos.
A temperatura representa a diferenga entre a temperatura de pata ap6s a indugéo
de DPIC ¢ o valor basal (representado como A). O edema de pata e do tornozelo
representa a diferenca entre a espessura de pata e do tornozelo apds a inducéo de
DPIC e o valor basal (representado como A). Os dados foram representados como
média + S.E.M. (n = 4-6 animais). *P <0.05, quando comparado ao grupo
controle.
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4.3 O MODELO DE DPIC CAUSOU ALODINIA MECANICA E
AO FRIO EM CAMUNDONGOS MACHOS E FEMEAS

Para observar o decurso temporal da nocicepgdo no modelo de DPIC
em camundongos, foram realizadas medidas do limiar mecénico e
também do limiar térmico ao frio nos dias 1, 5, 9, 12 e 17 ap6s a inducao
de DPIC, avalia¢BGes semelhantes foram realizadas nos animais controle.
Pode-se observar o aparecimento de alodinia mecanica nos dias 1, 5, 9,
12 e 17 ap6s a inducgdo de DPIC, quando comparado aos animais controle
(Figura 8A). Além disso, houve a deteccao de alodinia ao frio nos tempos
de 1, 5, 9, 12 e 17 dias apds a inducdo de isquemia e reperfusdo em
camundongos (Figura 8B). Ndo houve diferenca significativa para os
animais machos ou fémeas. Assim, o estudo foi realizado em animais
machos e fémeas sendo que os grupos sempre foram separados de forma
igual para ambos os sexos. Também, escolheu-se o dia 1 como aquele que
foi observado os efeitos agudos da DPIC, e o dia 17 como aquele que foi
observado os efeitos crénicos (neuropaticos) da DPIC. N&do foram
realizadas medidas apds 17 dias para reduzir o tempo de exposi¢do dos
animais ao processo nociceptivo, porém pretendeu-se escolher um tempo
avancgado para que se pudesse observar uma grande discrepancia temporal
entre a fase aguda e crénica do processo nociceptivo.
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Figura 8. O modelo de dor pos-isquemia cronica (DPIC) induziu (A) alodinia
mecanica e (B) alodinia ao frio em camundongos de forma aguda e cronica. O
limiar mecénico foi avaliado utilizando filamentos de von Frey (expresso com
limiar de 50% em @) de diferentes intensidades (0,07-4 g), e o tempo de
nocicepcdo foi avaliado pela exposicdo da pata traseira do animal a gota de
acetona (20 pl). As medidas basais foram representadas como BL no grafico, e
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os tempos 1 a 17 dias representam as medidas realizadas apés a indugdo do
modelo DPIC ou no grupo controle. Os dados foram representados como média
+S.E.M. (n = 8). "P <0.05, quando comparado aos valores basais.

44 A ADMINITRACAO DE AMITRIPTILINA REDUZIU A
ALODINIA MECANICAE AOFRIOEM CAMUNDONGOS APOS
A INDUCAO DE ISQUEMIA E REPERFUSAO

A amitriptilina é um farmaco antidepressivo utilizado no tratamento
de diferentes formas de dor crbnica, e entdo é também usada no
tratamento da neuropatia observada na SDRC (Navani et al., 2003;
Jeanson et al., 2016). Assim este farmaco foi utilizado como controle
positivo do estudo. Em relagdo a analise do decurso temporal do efeito
antinociceptivo do tratamento com amitriptilina (20 mg/kg; i.g.)
administrado no modelo animal de DPIC ap6s 17 dias, este farmaco
mostrou efeito anti-alodinico mecanico no tempo 1 hora ap6s o
tratamento com um valor de inibi¢cdo méxima de 71 + 8%, em comparacao
com o grupo tratado com veiculo (Figura 9A). Porém, o tratamento com
amitriptilina (20 mg/kg; i.g.) ndo inibiu significativamente a alodinia ao
frio nos animais que apresentavam esta nocicepcao induzida pelo modelo
de DPIC.

3 Controle/Velcuio [ ControleVekulo
=5 ControlelAmiiptina = Controle/Amiripting
B DPICNVeiculo BB DPICNekulo

W DPIC/Amitiptiina mm DPIC/Amitriptiing

[ IS o

Limiar mecénico 50% (g}
"

Tempo de nocicepgio (s)

o

Tempo apds tratamento (h) Tempo apés tratamento (h)

Figura 9. A amitriptilina apresentou efeito antinociceptivo no modelo de dor p6s-
isquemia cronica (DPIC) em camundongos. Avaliacdo do efeito (A) anti-
alodinico para o estimulo mecéanico ou (B) ao frio ap6s a administragdo de
amitriptilina (20 mg/kg), os comportamentos foram avaliados nos tempos de 1, 2
e 3 horas apds a administracéo intragastrica (i.g.). O limiar mecanico foi avaliado
utilizando filamentos de von Frey (expresso com limiar de 50% em g) de
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diferentes intensidades (0,07-4 g), e o tempo de nocicepcdo foi avaliado pela
exposicao da pata traseira do animal a gota de acetona (20 pl). As medidas basais
foram representadas como BL no grafico, e o tempo O representa as medidas
realizadas 17 dias apds a inducdo do modelo DPIC em camundongos. Os dados
foram representados como média + S.E.M. (n = 8). "P <0.05, quando comparado
aos valores basais; *P <0.05, quando comparado ao grupo DPIC/veiculo.

4.5 A ADMINISTRAGAO DE ANTAGONISTAS DO RECEPTOR
TRPA1 APRESENTOU EFEITO ANTINOCICEPTIVO NA FASE
CRONICA DA DPIC EM CAMUNDONGOS

O tratamento com o antagonista seletivo do receptor TRPAL, HC-
030031 (300 mg/kg, i.g.), inibiu significativamente a alodinia mecanica
induzida pelo modelo de DPIC quando comparado ao grupo que recebeu
veiculo (controle). A analise do decurso temporal do efeito
antinociceptivo do tratamento com HC-030031 revela que este efeito
perdurou por até 2 horas ap6s a administracdo, e retornou aos valores
basais com 3 horas apds sua administracdo, sendo que a inibicdo maxima
atingida ap0s o tratamento com HC-030031 em 1 hora foi de 63 £ 10%
(Figura 10A). A Figura 5B demonstra que o tratamento com HC-030031
inibiu significativamente a alodinia ao frio (em 1 e 2 horas apds a
administracdo) observada no modelo de DPIC. A inibicdo maxima
atingida em 2 horas apés o tratamento com o antagonista foi de 74 + 8%
(Figura 10B).

Também, o tratamento com A-967079 (60 mg/kg, i.g.), um
antagonista seletivo do receptor TRPAL, reduziu de forma significativa a
alodinia mecanica induzida pelo modelo de DPIC (Figura 10C) de 1 a 2
horas apds o tratamento, com valor de inibicdo de 69 + 15% (calculado
em 2 horas ap06s o tratamento). Além disso, 0 composto A-967079 reduziu
de forma significativa a alodinia ao frio induzida por DPIC, de 1 a 2 horas
apos o tratamento (Figura 10D), e o valor de inibi¢do atingido apés 1 hora
do tratamento com o antagonista foi de 88 + 5%. Também, pode-se
observar que o tratamento de animais controle com os antagonistas do
receptor TRPA1 ndo causou alteracdo da percepgdo dos estimulos
mecanicos ou térmicos ao frio (Figura 10).



39

A
B
£ Controle/Veicule
=) Controle/HC-030031
3 Controle/Velculo
Em DPIC/Velculo = Controle/HC-030031
=W DPIC/HC-030031 @ DPIC/Vekculo
= DPIC/HC-030031
10 8
B
&
8
f
E
5
E
3

BL o 1 2 3
Tempo apos tratamento (h) Tempo apos tratamento (h)

1 Controle/Veiculo

Bl Controle/A-967079 =1 Controle/Velculo
= DPICAekUlo = Conlrole/A-267072
== DPIC/A-967072 =N DPICNVekulo
Wl DPIC/A-967079
10 8
- s
s 2
= ;
5 £
8 2
z ]
§ c
E 3
8
5 2
5 5
8

BL ] 1 2 3 BL [ 1 2 3
Tempo apss tratamento (h) Tempo apds tratamento (h)

Figura 10. A administracdo de antagonistas do receptor TRPA1 (HC-030031 e
A-967079) mostraram efeito antinociceptivo no modelo de dor pos-isquemia
cronica (DPIC) em camundongos. Avaliagdo do efeito (A e C) anti-alodinico
frente ao estimulo mecénico ou (B e D) estimulo térmico o frio com
administracdo do antagonista (A e B) HC-030031 (300 mg/kg) e (C e D) A-
967079 (60 mg/kg) avaliados nos tempos de 1, 2 e 3 horas ap6s a administracéo
intragastrica (i.g.). O limiar mecanico foi avaliado utilizando filamentos de von
Frey (expresso com limiar de 50% em g) de diferentes intensidades (0,07-4 g), e
o tempo de nocicepgdo foi avaliado pela exposicdo da pata traseira do animal a
gota de acetona (20 pl). As medidas basais foram representadas como BL no
grafico, e o tempo O representa as medidas realizadas 17 dias ap6s a inducéo do
modelo DPIC em camundongos. Os dados foram representados como média +
S.E.M. (n=8). "P <0.05, quando comparado aos valores basais; “P <0.05, quando
comparado ao grupo DPIC/veiculo (ANOVA de duas vias seguida do teste post
hoc Bonferroni).
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46 A ADMINISTRACAO DO OLIGONUCLEOTIDEO ANTI-
SENTIDO PARA O RECEPTOR TRPA1 REDUZIU A ALODINIA
MECANICA E AO FRIO EM CAMUNDONGOS APOS A
INDUCAO DE DPIC

Achados farmacol6gicos apresentados em conjunto até aqui
demonstram claramente que o0s receptores TRPAL expressos tanto a nivel
periférico quanto central desempenham um papel crucial na nocicepg¢do
(Fernandes et al., 2012). A fim de ampliar e confirmar os resultados
farmacoldgicos fez-se uso de uma estratégia molecular para a supressao
da expressdo funcional do receptor TRPAL através do tratamento i.t.
repetido com um oligonucleotideo anti-sentido (antisense) para o receptor
TRPAL por 3 dias consecutivos. As adminitragdes i.t. do oligonucleotideo
foram realizadas nos dias 14, 15 e 16 apds a inducdo de DPIC para que o
papel do receptor TRPAL fosse avaliado no dia 17, considerada a fase
cronica da DPIC neste estudo. Pode-se observar que o tratamento com
oligonucleotideo anti-sentido para o receptor TRPA1l preveniu o
desenvolvimento de alodinia mecénica e ao frio de forma significativa
guando comparado aos animais que receberam 0 controle do
oligonucleotideo anti-sentido (NoSense) para 0 TRPAL pela mesma via
de administragdo. A porcentagem de inibicdo atingida foi de 100% para
o0 desenvolvimento de alodinia mecanica (Figura 11A) e também de 100%
para o desenvolvimento de alodinia ao frio (Figura 11B). Também, os
animais controle que receberam a administragdo dos oligonucleotideos
n&o apresentaram alteracBes em relagdo a detecgdo do limiar mecéanico ou
do limiar térmico ao frio (Figura 11).
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Figura 11. A administracdo do oligonucleotideo anti-sentido para o receptor
TRPAL preveniu o desenvolvimento de (A) alodinia mecanica e (B) alodinia ao
frio ap6s a indu¢do do modelo de dor pds-isquemia cronica (DPIC) em
camundongos. A administragdo do oligonucleotideo anti-sentido (Antisense, 30
Hg/kg/10 mL) ou do oligonucleotideo controle (NoSense, 30 ug/kg/10 mL) foi
realizada por via intratecal (volume de 5 L) por 3 dias (dias 14, 15 e 16 apds a
inducdo de DPIC). A avaliacdo do efeito (A) anti-alodinico frente ao estimulo
mecanico ou (B) frente térmico ao frio. O limiar mecanico foi avaliado utilizando
filamentos de von Frey (expresso com limiar de 50% em @) de diferentes
intensidades (0,07-4 g), e o tempo de nocicepg¢do foi avaliado pela exposicdo da
pata traseira do animal a gota de acetona (20 ul). As medidas basais foram
representadas como BL no grafico, também foram realizadas medidas ap6s 17
dias da inducgdo de DPIC. Os dados foram representados como média + S.E.M.
(n = 8). "P <0.05, quando comparado aos valores basais; *P <0.05, quando
comparado ao grupo DPIC/NoSense.

47 A INDUGCAO DE ISQUEMIA E REPERFUSAO EM
CAMUNDONGOS AUMENTOU A IMUNORREATIVIDADE AO
RECEPTOR TRPA1 E CAUSOU HIPERALGESIA QUIMICA

A inducdo de isquemia e reperfusdo em camundongos causou
aumento da imunorreatividade ao receptor TRPAZL no nervo ciatico apés
17 dias do processo isquémico quando comparado aos animais controle
(Figura 12A). Também para observar a hiperalgesia quimica a um
agonista TRPA1 no modelo de DPIC na fase cronica, foi realizada a
administragdo de uma dose ndo-nociceptiva de AITC (1 nmol/pata, 20
uL). A administracdo do AITC causou a inducdo de nocicepgdo apenas
nos animais que foram submetidos a DPIC (Figura 12B).
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Figura 12. O modelo de dor pds-isquemia cronica (DPIC) em camundongos
causou (A) aumento da imunorreatividade ao receptor TRPA1 e (B) hiperalgesia
quimica para um agonista TRPAL. (A) Imunorreatividade para o receptor TRPA1
no nervo ciatico apés 17 dias da inducdo da isquemia/reperfusdo ou grupo
controle. Os dados foram representados como média + S.E.M (n=6), e o resultado
foi expresso como % do controle. *P <0.05, quando comparado ao grupo controle
(B) a administragdo do agonista TRPA1l (AITC, isotiocianato de alila, via
intraplantar, i.pl) foi realizada 17 dias ap6s a indugéo de DPIC em camundongos.
Este modelo consiste na injecéo de 20 pl de AITC (dose de 1 nmol/pata) de forma
intraplantar (i.pl., subcutdnea) sob a superficie da pata traseira direita. A
nocicepcdo foi avaliada por 5 minutos (tempo que o animal permaneceu
lambendo a pata). Os dados foram representados como média + S.E.M. (n =7
animais). ***P <0.001, quando comparado ao grupo tratado controle.

48 A FASE CRONICA DE NOCICEPCAO DA DPIC EM
CAMUNDONGOS NAO E ACOMPANHADA POR
INFILTRACAO CELULAR DE CELULAS INFLAMATORIAS

Quando avaliada a atividade das enzimas MPO e NAGase no tecido
da pata traseira e no nervo ciatico no 17° dia ap6s a inducdo de isquemia
e reperfusdo em camundongos ndo foi observado alteracdo significativa
destes pardmetros em relacéo ao grupo controle (Figura 13).
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Figura 13. No modelo de dor pés-isquemia cronica (DPIC) em camundongos
ndo ha presenca de inflamacdo de neutrofilos ou macréfagos. A andlise foi
realizada através da determinacéo da atividade das enzimas (A e B) N-acetil-p-
D-glucosaminidase (NAGase) ou (C e D) mieloperoxidase (MPO) como
marcadores de presenca de macrofagos e neutréfilos na pele de pata ou nervo
ciatico de animais 17 dias apds DPIC ou controle. Os dados foram representados
como média + S.E.M. (n = 6). P >0.05.
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49 O MODELO DE DPIC EM CAMUNDONGOS CAUSOU
INFILTRACAO DE MACROFAGOS E O AUMENTO DA
IMMUNOREATIVIDADE PARA O AGONISTA TRPAL1 (4-HNE)
NO NERVO CIATICO DE CAMUNDONGOS

A inducdo do modelo DPIC em camundongos causou aumento da
imunoreatividade para o agonista TRPAL (4-HNE) em amostras do nervo
ciatico de camundongos 17 dias apds a DPIC quando comparado aos
animais controle (Figura 14A e 14B). Também, induziu a infiltragdo de
macréfagos (F4/80) quando este parametro foi avaliado no nervo ciatico
apos 17 dias da inducdo de DPIC em relacdo ao grupo controle (Figura
14A e 14B).
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Figura 14. O modelo de dor pés-isquemia cronica (DPIC) em camundongos
causou aumento da immunoreatividade para o agonista TRPA1 (4-HNE) e a
infiltracdo de macréfagos no nervo ciatico de camundongos. (A) Imagens
representativas e (B) dados agrupados da imunoreatividade para o agonista
TRPAL 4-hidroxinonenal (4-HNE) e de mondcitos/macréfagos infiltrados no
nervo ciatico de camundongos controle ou 17 dias ap6s a indugéo de dor cronica
pos-isquemia (DPIC). As linhas tracejadas representam a borda do epineuro de
um dos ramos lesados do nervo ciatico. Os dados foram representados como
média + S.E.M. (n =6). "P <0.05, quando comparado ao grupo controle (CLT).
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410 A FASE CRONICA DO MODELO DE DPIC EM
CAMUNDONGOS FOI ACOMPANHADA POR AUMENTO DA
ATIVIDADE DE ENZIMAS SOD E NADPH OXIDASE E
TAMBEM DOS NIVEIS DE PEROXIDO DE HIDROGENIO

A indugdo do modelo DPIC em camundongos causou aumento das
atividades das enzimas SOD (Figura 15 A e B) e NADPH oxidase (Figura
16 A e B), como também dos niveis do agonista TRPAL (perdxido de
hidrogénio) (Figura 17 A e B) quando estes parametros foram mensurados
na pele da pata ou no nervo ciatico apds 17 dias apos a indugdo de DPIC
em relacdo ao grupo controle.
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Atividade da SOD
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Controle DPIC

Figura 15. A inducdo de isquemia e reperfusdo no modelo de dor pds-isquemia
cronica (DPIC) aumentou a atividade da enzima superdxido dismutase (SOD) em
camundongos. Analise da atividade da SOD em amostras de (A) pata traseira ou
(B) nervo cidtico 17 dias apés a DPIC ou em animais controle. Os dados foram
representados como média + S.E.M. (n = 7). “P <0.05, quando comparado ao
grupo controle.
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Figura 16. A inducéo de isquemia e reperfusdo no modelo de dor pos-isquemia
cronica (DPIC) aumentou a atividade da enzima NADPH oxidase em
camundongos. Andlise da atividade da NADPH oxidase em amostras de (A) pata
traseira ou (B) nervo ciatico 17 dias ap6s a DPIC ou em animais controle. Os
dados foram representados como média + S.E.M. (n = 7). "P <0.05, quando
comparado ao grupo controle.
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Figura 17. A inducéo de isquemia e reperfusdo no modelo de dor pds-isquemia
cronica (DPIC) causou aumento dos niveis de peroxido de hidrogénio em
camundongos. Anélise dos niveis de peréxido de hidrogénio em amostras de (A)
pata traseira ou (B) nervo ciatico 17 dias apés a DPIC ou em animais controle.
Os dados foram representados como média + S.E.M. (n = 5). "P <0.05, quando
comparado ao grupo controle.
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411 A ADMINISTRACAO DE UM COMPOSTO
ANTIOXIDANTE REDUZIU A ALODINIA MECANICA E AO
FRIO EM CAMUNDONGOS APOS A INDUCAO DE ISQUEMIA
E REPERFUSAO

O tratamento com acido a-lipdico (100 mg/kg, i.g.) no modelo animal
de DPIC apo6s 17 dias causou efeito antinociceptivo de 1 a 2 horas ap06s o
tratamento tanto para a alodinia mecénica como para a alodinia ao frio.
Os valores de inibigéo calculados foram de 56 + 11% e 87 + 5%, para a
alodinia mecénica ou ao frio (calculados 1 hora apés a administragéo),
respectivamente (Figura 18 A e B).
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Figura 18. O 4cido a-lipdico apresentou efeito antinociceptivo no modelo de dor
pos-isquemia crénica em camundongos. Avaliacdo do efeito (A) anti-alodinico
para o estimulo mecanico ou (B) ao frio apos a administra¢do de acido a-lipdico
(100 mg/kg) avaliados nos tempos de 1, 2 e 3 horas ap6s a administracéo
intragastrica (i.g.). O limiar mecénico foi avaliado utilizando filamentos de von
Frey (expresso com limiar de 50% em g) de diferentes intensidades (0,07-4 g), e
o tempo de nocicepcdo foi avaliado pela exposicdo da pata traseira do animal a
gota de acetona (20 ul). As medidas basais foram representadas como BL no
grafico, e o tempo O representa as medidas realizadas 17 dias apds a inducdo do
modelo DPIC em camundongos. Os dados foram representados como média +
S.E.M. (n = 8).#P <0.05, quando comparado aos valores basais; *P <0.05, quando
comparado ao grupo DPIC/veiculo.
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4. 12 ANIMAIS COM DELECAO GENICA PARA O RECEPTOR
TRPA1 (TRPALT) NAO APRESENTARAM O
DESENVOLVIMENTO DE NOCICEPGAO NO MODELO DE
DPIC

Em conjunto, os achados farmacol6gicos até aqui apresentados
demonstram claramente que o receptor TRPA1 desempenham um papel
importante na alodinia mecénica e ao frio no modelo de DPIC em
camundongos. Portanto, para confirmar esses resultados farmacol6gicos
fez-se uso de animais com delecdo genética para o receptor TRPAL
(Trpal™) e de animais do tipo selvagem (Trpal**). Os animais Trpal”
mostraram reducdo significativa da alodinia mecénica e ao frio apds os
procedimentos de DPIC, quando comparado aos animais Trpal**
(controle). A porcentagem de inibigo atingida nos animais Trpal” foi
98 + 9% e 89 + 5% apos 1° e 17° dia, respectivamente, para o limiar
mecanico (Figura 19A). Também, os animais Trpal”’ apresentaram
reduzida alodinia ao frio nocivo apés a inducéo de DPIC, e a porcentagem
de inibi¢do calculada foi de 79 + 8% e 97 + 3% apds o 1° e 17° dia,
respectivamente (Figura 19B).
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Figura 19. Animais com delecdo génica para o receptor TRPAL(Trpal™)
apresentaram reduzido desenvolvimento de nocicep¢do no modelo de dor pés-
isquémica crbnica (DPIC) em camundongos. Avaliagdo do efeito (A) anti-
alodinico frente ao estimulo mecénico ou (B) frente ao estimulo térmico a frio. O
limiar mecénico foi avaliado utilizando filamentos de von Frey (expresso com
limiar de 50% em @) de diferentes intensidades (0,07-4 g), e o tempo de
nocicepcdo foi avaliado pela exposicdo da pata traseira do animal a gota de
acetona (20pl). As medidas basais foram representadas como BL no gréfico, e 0s
dias 1,5, 9, 12 e 17 representam as medidas realizadas apés a inducdo do modelo
DPIC em camundongos. Os dados foram representados como média + S.E.M. (n
= 6). "P <0.05, quando comparado aos valores basais; #P <0.05, quando
comparado ao grupo DPIC/Trpal*’,
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413 A ADMINISTRACAO DO OLIGONUCLEOTIDEO
ANTISENTIDO PARA O RECEPTOR TRPAl1l DE FORMA
PREVENTIVA INIBIU O DESENVOLVIMENTO DE
NOCICEPGCAO NO MODELO DE DPIC EM CAMUNDONGOS

Para avaliar o papel do receptor TRPAL no desenvolvimento do
processo nociceptivo o0 oligonucleotideo antisentido para o receptor
TRPAL1 foi administrado por via i.t por 3 dias consecutivos (dias -2, -1 e
0 antes do modelo da DPIC), como controle o NoSense foi administrado
seguindo o mesmo protocolo experimental. O tratamento com o
Antisense para o receptor TRPA1 bloqueou significativamente o
desenvolvimento de alodinia apds os procedimentos da DPIC, quando
comparado aos animais que receberam o controle do oligonucleotideo
anti-sentido (NoSense) para TRPA1 pela mesma via de administragdo. As
porcentagens de inibicdo atingidas pela supressdo da expressdo do
receptor TRPAL foram de 50 + 8% e 71 + 9% ap6s 0 1° e 17° dia apds os
procedimentos, respectivamente (Figura 20A) para o limiar mecénico. De
forma semelhante aos resultados obtidos para a alodinia mecanica, 0
tratamento intratecal com Antisense para o receptor TRPA1L reduziu a
alodinia ao frio nocivo, e a porcentagem de inibicdo atingida foi de 91 £
5% e 100 + 5% apds o 1° e 17° dia apds os procedimentos,
respectivamente) (Figura 20B).
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Figura 20. A administracdo do oligonucleotideo antisentido para o receptor
TRPAL previniu o aparecimento da alodinia (A) mecénica ou (B) ao frio no
modelo de dor pés-isquemia cronica (DPIC) em camundongos. O oligonucleotido
antisentido para o receptor TRPAL (Antisense) foi administrado por via intratecal
(volume de 5 pL, 30 pg/kg/10 mL), ou foi administrado o controle do
oligonucleotideo anti-sentido para o TRPA1 (NoSense, 30 pg/kg/10 mL). Os
animais receberam por 3 dias a administracdo (dias -2, -1 e 0), ap6s 1 hora da
administracdo foi realizada o procedimento de DPIC. O limiar mecénico foi
avaliado utilizando filamentos de von Frey (expresso com limiar de 50% em @)
de diferentes intensidades (0,07-4 g), e o tempo de nocicepcéo foi avaliado pela
exposicdo da pata traseira do animal a gota de acetona (20 ul). As medidas basais
foram representadas como BL no gréfico, e os dias 1, 2,5, 9, 12 e 17 representam
as medidas realizadas apés a indugdo do modelo DPIC em camundongos ou em
animais controle. Os dados foram representados como média + S.E.M. (n = 8).
#P <0.05, quando comparado aos valores basais; *P <0.05, quando comparado ao
grupo DPIC/veiculo.
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414 A ADMINISTRACAO DE UM ANTAGONISTA DO
RECEPTOR TRPA1 OU DO ACIDO ¢-LIPOICO
APRESENTARAM EFEITO PREVENTIVO NA NOCICEPCAO
OBSERVADA NO MODELO DE DPIC EM CAMUNDONGOS

A administracdo do antagonista do receptor TRPA1 (HC-030031,
300 mg/kg, i.p.) de forma repetida (trés vezes ao dia por trés dias) no
modelo de DPIC reduziu de forma significativa o desenvolvimento de
alodinia mecéanica nos dias 1, 5, 9, 12 e 17 apds a DPIC (inibicdo de 69 £
15 e 80 + 18% ap6s 1 e 17 dias, respectivamente) (Figura 21A). O
tratamento repetido com HC-030031 também diminuiu a alodinia ao frio
observada nos camundongos apds DPIC e depois do tratamento em todos
0s tempos testados (inibicdo de 95 £ 5 e 65 + 10% ap6s 1 e 17,
respectivamente) (Figura 21B).

Também, a administracdo repetida do antioxidante acido a-lipdico
(100 mg/kg, i.g.), avaliado desde o0 1° ao 17° dia apds os procedimentos
de DPIC mostrou efeito antinociceptivo, levando a reducéo da alodinia
mecanica até o 5° dia (Figura 21C) ap6s modelo de DPIC (79 £ 12 e 68 +
16% inibicdo no 1° e 5° dia ap6s os procedimentos, respectivamente).
Também, o acido a-lipdico preveniu o desenvolvimento de alodinia ao
frio até 9 dias ap0s a inducédo de DPIC (93 + 6 e 69 £ 8% de inibigdo no
1° e 9 ° dia apos os procedimentos, respectivamente) (Figura 21D).
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Figura 21. A administracdo do antagonista TRPA1l (HC-030031) ou do
composto antioxidante (4cido o-lipdico) de forma repetida preveniu o
desenvolvimento de nocicepcdo no modelo de dor p6s-isquemia crénica (DPIC)
em camundongos. Avaliacdo do efeito (A e C) anti-alodinico frente ao estimulo
mecanico ou (B e D) efeito anti-alodinico frente ao tempo de nocicepcéo (s) com
administracdo intragastrica (i.g.) do antagonista HC-030031 (300 mg/kg) e do
acido o-lipéico (100 mg/kg) com administragdo 3 vezes ao dia e por 3 dias
consecutivos de administracdo apds o modelo de DPIC, e foram avaliados
limiares mecanicos e o tempo de nocicepgéo (s) nos dias 1, 5, 9,12 e 17 apds
DPIC. O limiar mecéanico foi avaliado utilizando filamentos de von Frey
(expresso com limiar de 50% em g) de diferentes intensidades (0,07-4 g), e 0
tempo de nocicepcao foi avaliado pela exposicéo da pata traseira do animal a gota
de acetona (20 ul). As medidas basais foram representadas como BL no gréfico,
e os tempos de 1, 5, 9, 12 e 17 dias representam os dias que foram realizadas as
medidas ap6s a indugdo do modelo DPIC em camundongos. Os dados foram
representados como média + S.E.M. (n = 8). "P <0.05, quando comparado aos
valores basais; *P <0.05, quando comparado ao grupo isquemia.
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5 DISCUSSAO

O presente estudo mostrou pela primeira vez resultados utilizando o
modelo animal de DPIC em camundongos (C57BL/6), esta linhagem de
camundongos foi utilizada para que o modelo de DPIC pudesse ser
estudado em animais com delegéo génica para o receptor TRPAL (Trpal
", pois estes apresentam o tipo selvagem (Trpal*’*) desenvolvido a partir
da linhagem C57BL/6. O modelo utilizado previamente para avaliar o
papel do receptor TRPAL foi desenvolvido em ratos Wistar, o que
impediu a extrapolacdo dos dados em camundongos com delecao génica
para o receptor TRPA1 (Klafke et al., 2016).

Para desenvolver um novo modelo de DPIC em camundongos
diferentes par@metros de isquemia, inflamacdo e nocicepgdo (limiar ao
estimulo mecénico ou ao frio) foram avaliados na fase aguda e também
na fase cronica ap6s a indugdo de isquemia/reperfusdo. Assim verificou-
se que 0s animais expostos ao modelo de DPIC apresentaram alteragdes
fisiolégicas na fase aguda (inflamatoria, 1 dia ap6s a inducéo de DPIC),
incluindo o aumento dos niveis de lactato (soro e nervo tibial); aumento
da temperatura da pata traseira e edema (pata e tornozelo), alodinia
mecanica e ao frio. Ja na fase cronica (neuropatica, 17 dias apds a inducéo
de DPIC) observou-se o aumento da hipersensibilidade aos estimulos
mecanicos e ao frio, porém ndo foram detectadas caracteristicas
inflamatdrias ou de isquemia tecidual. Foi relevante observar duas fases
neste modelo para que se pudesse estudar a transicdo da fase aguda a
aquela cronica, e entdo avaliar estratégias preventivas dessas fases. Dessa
forma, 0 modelo desenvolvido exibe caracteristicas que sdo semelhantes
aquelas observadas em pacientes, com o aparecimento de uma fase aguda
e uma croénica da dor (Birklein e Schlereth, 2015). Como a maioria dos
pacientes com dor aguda, tera desenvolvimento da fase cronica (Klafke
etal., 2016), é interessante estudar estratégias de prevencéo destas formas
de dor.

Quando avaliada a fase aguda no modelo de DPIC, foi observado
hiperemia, edema, aumento dos niveis de lactato e hipersensibilidade
mecanica e ao frio nos camundongos. Estes dados estdo de acordo com
aqueles descritos para ratos, onde ap6s 1 dia da inducdo da DPIC foi
também observado o aumento dos niveis de lactato no soro, e este
resultado se mostrou aumentado apenas 1 dia ap6s a inducéo de isquemia
e reperfusdo (Klafke et al., 2016). Provavelmente isso ocorra pelo fato
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gue o segmento corpéreo afetado pela isquemia, apresenta uma
diminuicdo da oxigenacéo pela hemoglobina capilar (HbO5), refletindo
um aumento da glicélise anaerdbica e como produto final o lactato
(Rogatzki et al., 2015). No entanto tais achados apresentados no modelo
do presente projeto sdo consistentes com condigdes de
isquemia/reperfusao.

Segundo outro estudo, o tecido muscular de membros amputados de
pacientes com SDCR-I exibe fibras atroficas e camadas de membrana
basal dos capilares espessas, consistente com a presenca de estresse
oxidativo e condigBes isquémicas resultante da microangiopatia em
tecido muscular (van der Laan et al., 1999; Perez et al., 2010). Assim, ha
aumento de densidade dos vasos perfundidos, maior filtragdo capilar (um
indice de permeabilidade microvascular) e extravasamento do plasma no
membro afetado nas fases iniciais da SDCR-I (Tan et al., 2005;
Nishikawa et al., 2008). Embora estas alteracbes sao acompanhadas por
uma pressao venosa periférica elevada e manobras arteriovenosa no
membro afetado dos pacientes (Schirmann et al., 2000), também ¢é
relatado que existe um alto fluxo arterial no membro do paciente com a
SDCR-I, mas baixo consumo de oxigénio, bem como altos niveis de
lactato no tecido isquémico (Tan et al., 2005).

Também corroborando com a literatura estes resultados sugerem
que ha alteracdes locais da microvasculatura, com diminuicéo do fluxo
sanguineo causando danos permanentes ao tecido (Coderre et al., 2004;
Klafke et al., 2016), mostrando sinais e sintomas presentes na SDCR.
Através de imagens de ultrassom, foi possivel realizar na pata dos
camundongos (com DPIC) a avaliacdo do fluxo sanguineo para confirmar
0 quadro de isquemia e reperfusdo. Na avaliagdo o0s animais
apresentaram-se fluxo sanguineo normal sem o torniquete de borracha
(animais controle), e logo apds com a presenga do torniquete na pata do
animal (modelo de DPIC) houve queda no fluxo sanguineo no primeiro
momento avaliado. Para o fim da aplicacdo do torniquete pelo tempo de
2 horas, em alguns camundongos a pata traseira permaneceu com cianose
durante todo o tempo de isquemia. Segundo estudo, uma pata traseira
normal comparada com uma pata traseira com um torniquete de borracha,
esta mostra evidéncia clara de hipoxia, tornando-se fria e ciandtica
(Coderre et al., 2004).
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Apesar da extensa literatura sobre lesdo apds isquemia/reperfuséo, o
aspecto sensorial tem sido pouco estudado em fases distintas ap0s a leséo,
pois a maioria dos estudos exploram apenas 0s parametros nociceptivos
em fases agudas ap6s o modelo da SDCR-I (Klafke et al., 2016). Assim
0s estudos realizados até 0 momento indicam que a disfuncdo sensorial
induzida por isquemia/reperfuséo pode estar relacionada ao quadro de
estresse oxidativo e inflamacéo (Heumann, 1987; Lin et al., 2000; Sasaki
et al., 2014). Os pacientes que sofrem da SDCR-I muitas vezes
experimentam disfuncéo sensorial distinta, como a alodinia mecénica e
térmica, sendo muito desagradavel e dificil de tratar, desenvolvendo uma
dor crbnica (Duarte et al., 2009). Portanto, de acordo com 0s sintomas
observados em pacientes, o presente estudo mostra que 0s animais
expostos ao modelo de DPIC exibiram alodinia mecénica e ao frio em 1
e 17 dias ap6s a inducdo da isquemia/reperfusdo. Devido ao fato do
componente da dor neuropatica apos a reperfusdo poder ser mantido por
multiplas alteracbes fisiopatoldgicas que ocorrem nos sistemas nervoso
central e periférico, como sensibilizacgdo do nociceptor e
neuroplasticidade mal adaptativa (Muthuraman et al., 2011), no entanto,
outros mecanismos envolvidos na fase da dor neuropética ainda nao
foram totalmente explorados na literatura.

Assim nesse estudo, foi utilizado a amitriptilina (controle positivo
para dor neuropatica), pois em alguns estudos tém sido apontado que a
terapia com o uso de antidepressivos podem reduzir a dor aguda e a
resposta inflamatéria da SDCR-I (Gierthmuhlen et al., 2014). E foi visto
nos resultados do presente estudo que a hipersensibilidade mecanica foi
revertida pelo antidepressivo amitriptilina, pois este composto apresentou
efeito anti-alodinico. Em geral, a farmacoterapia recomendada para dor
neuropética de dificil tratatamento em pacientes, inclui o uso de alguns
antidepressivos, tais como antidepressivos triciclicos, como por exemplo
a amitriptilina (Jeanson et al.,, 2016). O mecanismo de acdo da
amitriptilina pode ocorrer pelo blogueio da recaptacdo da serotonina e da
norepinefrina, aumentando a atividade dessas monoaminas nos terminais
das vias de modulagdo da dor (Jeanson et al., 2016). No entanto, os
farmacos antidepressivos ndo sdo analgésicos agudos e seus mecanismos
ndo sdo totalmente claros na dor, e por isso 0s pacientes necessitam de
um tratamento crénico com os mesmos para aliviar a dor neuropética, o
gue sugere o recrutamento de mecanismos secundarios, bem como a
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plasticidade neuronal molecular a longo prazo (Chaplan et al., 2010).
Porém a amitriptilina possui acBes anticolinérgicas, tais como boca seca,
retencdo urindria, delirio, entre outros efeitos colaterais que podem
diminuir o uso pelos pacientes especialmente em sindromes dolorosas
crbnicas (Jeanson et al., 2016). Dessa forma, é claro que ainda néo existe
um tratamento padronizado para o controle da dor neuropética observada
na SDCR-I, mostrando a necessidade de novos farmacos (Klafke et al.,
2016).

A dor neuropética por ser causada por lesdo neuronal no sistema
nervoso central ou periférico (von Hehn et al., 2012), e a busca de novos
mecanismos para o tratamento da mesma € relevante observando que os
analgésicos comuns utilizados tém efeitos adversos ou eficécia reduzida
(Finnerup et al., 2015). Assim tem sido extensivamente estudado em
modelos animais de neuropatia o envolvimento de TRPA1l em
mecanismos de dor neuropatica (Venkatachalam e Montell 2007b;
Raisinghani et al., 2011). Segundo dados da literatura, mostram que o
TRPA1 é um canal catibnico que funciona como um sensor celular,
detectando estimulos mecanicos, quimicos e térmicos, sendo um
componente dos tecidos neuronais, epiteliais, sanguineos e musculo
liso. No entanto, pelo fato do receptor TRPAL ser permeavel ao ion
calcio (Ca®*), sendo esse fon citotdxico quando presente em excesso,
como por exemplo ap6s uma lesdo (Venkatachalam e Montell 2007b;
Raisinghani et al., 2011), com isso ocorre maior indu¢do aos danos
celulares (Sattler e Tymianski, 2000), podendo entdo esses danos levarem
a condigdo dolorosa, como visto ap6s a indugdo da isquemia/reperfusdo
no modelo de DPIC.

E em mamiferos, o TRPALé largamente expresso em neur6nios
sensoriais primarios que medeiam processos somatossensoriais e a
transmissdo nociceptiva (Andrade et al. 2012). A ativacdo do receptor
TRPAL em diferentes locais aferentes tem sido relacionada a inflamacéo
neurogeénica, ja que este canal é expresso em neurbnios peptidérgicos e
leva a liberacdo de CGRP e substancia P (Geppetti et al., 2008b; Benemei
et al., 2014b). Ainda, a ativacdo deste receptor em células ndo neuronais
pode induzir a liberacdo de mediadores inflamatdrios (Hatano et al., 2012;
Nassini etal., 2012; Bautista et al., 2013b). Portanto, o TRPA1 vem sendo
revelado no desenvolvimento na dor inflamatéria e neuropatica. Em vista
disso, e levando em consideracdo o que ja existe na literatura sobre a
importancia do receptor TRPAL nesse modelo de DPIC (Klafke et al.,
2016), foi analisado a possivel participacdo deste receptor na alodinia
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mecanica e ao frio através do uso de tratamentos para a dor neuropatica
gue vem sendo utilizados nos pacientes com a SRCR-I.

Quando utilizados antagonistas seletivos para TRPAL (HC-030031 e
A-967079) nesse estudo, bloqueou a alodinia mecénica e ao frio induzida
pela isquemia/reperfusdo. Assim revelando o envolvimento do TRPAL
tem na nocicepgao nesse modelo, pois quando os efeitos dos antagonistas
desapareceram, a resposta nociceptiva retornou, sugerindo que a ativacdo
do TRPAL é critica para a manuten¢do da sensibilizacdo induzida pela
isquemia/reperfusdo. O efeito anti-alodinico do HC-030031 e A-967079
durou cerca de 2 horas, o qual é consistente com outros estudos prévios
gue demonstram que o TRPAL atua na resposta nociceptiva neste periodo
de tempo em diferentes modelos de neuropatia (Obata et al., 2005b;
Petrus et al., 2007; Eid et al., 2008a; Trevisan et al., 2013a, 2016). Os
resultados apresentados colaboram para elucidar os avangos acerca do
envolvimento do receptor TRPAL em modelos de dor induzida por
isquemia/reperfusdo, e que corroboram com outros estudos com efeito
antinociceptivo em outros modelos de dor (Trevisan et al., 2013a, 2016;
Preti et al., 2015).

O receptor TRPAL é ainda multissensorial para estimulos nocivos,
tais como substancias oxidativas, mas principalmente tem papel na
hipersensibilidade para temperaturas frias nocivas (menos de 17°C),
assim o antagonismo do receptor pode reduzir a sensibilidade térmica ao
frio (Story et al., 2003). Além disso, este canal é também expresso em
diferentes tecidos ndo neuronais tais como células epiteliais, células
endoteliais vasculares, células presentes no trato gastrointestinal e entres
outros locais, mostrando que TRPAL poderia ter fungdes distintas em
neurdnios e tecidos ndo neuronais (Sasaki et al., 2014). Portanto, o
antagonismo de TRPAL representa um promissor tratamento para a fase
crbnica da dor observada apds a isquemia e reperfusdo.

Além do bloqueio farmacoldgico do receptor TRPA1 através do uso
de antagonistas seletivos, foi utilizado a supressdo génica do TRPA1 pelo
tratamento com o oligonucleotideo antisentido para o TRPAL, que
mostrou efeito antinociceptivo quando administrado na fase crbnica da
DPIC, validando o envolvimento do receptor pela reducdo da alodinia
mecanica e ao frio nos camundongos. Esses dados corroboram com 0s
dados da literatura que demonstraram significativa diminuicdo da
nocicepcdo apos tratamento intratecal com antisense do TRPAL, e ainda
levando a uma reducgdo na expressdo da proteina TRPAL nos neurdnios
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da medula espinhal e GRD, e nos terminais dos neurbnios sensoriais,
enfim resultando em diminuicdo de neurotransmissores e liberacdo de
mediadores locais (Schwarz et al., 2017). Assim, a reducdo da expressdo
do TRPA1 apds o tratamento com antisense poderia estar sendo suficiente
para reduzir a nocicepcao observada no modelo da DPIC.

E quando avaliado os niveis da proteina do receptor TRPAL1 em
amostra do nervo ciatico de camundongos com 17 dias ap6s a indugédo do
modelo de DPIC, foi possivel observar um aumento da expressdo do
receptor. Estes resultados estdo de acordo com a literatura, pois outros
modelos de nocicepgdo crénica relatam aumento da expressdo do canal
TRPAL, o que foi associado também ao desenvolvimento de
hipersensibilidade ao frio causada por inflamacdo e danos aos nervos
(Obata et al., 2005b; Yamamoto et al., 2015a). Os resultados também
mostram que quando aplicado um agonista de TRPAL (AITC) na pata do
animal com isquemia levou a um maior tempo de nocicep¢do, podendo
esse receptor estar relacionado aos sintomas da DPIC. Isso ocorre pelo
fato do AITC ser um agonista do canal TRPAL derivado do 6leo de
mostarda e que quando administrado em ratos e camundongos induz
nocicepgdo por um curto periodo (cerca de 5 a 10 minutos) (Eid et al.,
2008a). A hipersensibilidade quimica seletiva aos agonistas de TRPAL
como o AITC tem sido relatada em dor neuropatica experimental
(Trevisan et al., 2013a). Outro estudo mostra que respostas nociceptivas
produzidas por AITC, foram intensas em modelos de dor neuropatica e
que ndo apresentaram nocicep¢do em modelo animais Trpal” (Trevisan
et al., 2016), assim confirmando a importancia do receptor na inducéo do
estimulo doloroso.

No momento que se avaliou a atividade das enzimas MPO e NAGase,
ndo foram alteradas na pele da pata e no nervo ciatico no modelo (17 dias
apos a DPIC). Corroborando com os resultados da literatura, pois é na
fase aguda da hipersensibilidade que hd aumento na atividade dessas
enzimas e ndo na fase crénica como obervado (Klafke et al.,2016). Assim,
essas enzimas devem ter uma fungdo importante na indugdo, mas nao na
manutencao da hipersensibilidade apds isquemia/reperfusdo (Coderre et
al., 2004; Klafke et al.,2016). Portanto, como ndo houve aumento de
NAGase e MPO isso informa que nédo ha a presenca de dor inflamatoria
em 17 dias ap6s a DPIC. No entanto, provavelmente por esse motivo o
uso de farmacos antiinflamatorios ndo sédo eficazes neste modelo na fase
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crbnica, assim € necessario verificar se essas enzimas possam estar
promovendo mudanca nas defesas oxidantes, sendo avaliado através de
outros métodos e outros marcadores ap6s o modelo na fase cronica da
DPIC.

No entanto, foi observado que apds a isquemia/reperfusdo, em
amostras do nervo ciatico de camundongos houve aumento notavel na
coloragdo por imunofluorescéncia de 4-HNE (agonista do TRPAL). Esse
resultado suporta a hip6tese de que subprodutos de estresse oxidativo
como 0 4-HNE sdo os mediadores que ativam o receptor TRPA1 levando
a dor, assim corroborando com o estudo em modelo de dor neuropatica
trigeminal, que mostra que esses agonistas do TRPAL podem levar ao
aumento resposta nociceptiva quando injetados em ratos e camundongos
(Trevisan et al., 2016). A producdo excessiva de substancias oxidantes
como o perdxido de hidrogénio e 0 4-HNE que sdo produzidos nos locais
da lesdo (Trevisani et al., 2007; Andersson et al., 2008; Klafke et al.,
2016), induzem a liberagcdo de neuropeptidios e assim a geracdo de
potenciais de acdo na periferia que podem ampliar a conducdo do
estimulo nocivo gerando a dor (Andrade et al., 2012).

Ainda os resultados do presente estudo também apresentaram que
apos isquemia/reperfusdo no nervo ciatico dos camundongos houve
infiltracdo de macréfagos quando estes parametros foram avaliados 17
dias apds a DPIC. Os dados na literatura trazem o aumento da infiltracdo
dos mondcitos/macréfagos que se acumulavam no local de lesdo nervosa
e podem ter papel na inducdo da dor neuropatica (Komori et al., 2011;
Trevisan et al., 2016). Assim como estudo mostra que o receptor |
(Romano et al., 2013), assim a presenca de macréfagos no nervo ciatico
apos a isquemia/reperfusdo pode estar relacionado ao maior aumento do
receptor TRPAL. No entanto, a presenca dos mondcitos/macrofagos e o
aumento nos niveis de 4-HNE no tecido lesionado pode levar a
nocicepg¢do, que pode ocorrer por causa da infiltragdo celular, visto isso
também em modelos de dor neuropatica avaliados por modelos
comportamentais semelhantes & dor provocada em pacientes (Trevisan et
al., 2016).

Em relacdo a avaliacdo do estresse oxidativo apés a inducdo do
modelo de DPIC em camundongos, observou-se um aumento nos niveis
da atividade das enzimas superdxido dismutase (SOD) e NADPH
oxidase, como também do agonista TRPA1 (perdxido de hidrogénio) na
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pele da pata e nervo cidtico ap6s 17 dias da indugdo da DPIC. Estudos
sugerem que o acumulo de ROS produzido por isquemia/reperfusdo € um
elemento-chave na dor pos-isquémica, e que esse excesso de ROS pode
levar a peroxidacao de lipidos, a oxidagdo de proteinas, sobrecarga de
célcio, danos no DNA e a producdo de citocinas inflamatorias (So et al.,
2016). E além de causar efeitos citotdxicos os ROS podem ativar
especificamente canais TRP redox sensiveis, incluindo o TRPA1 (Klafke
etal., 2016), isso ocorre através da producdo de ROS induzirem o estresse
oxidativo levando a leséo celular devido ao envolvimento dos canais TRP
permedveis ao Ca?*. Assim esses canais atuam como sensores reativos de
ROS. Portando uma inibicdo desses canais reativos representa um desafio
futuro que pode conduzir a novas estratégias terapéuticas para o
tratamento da dor neuropatica apresentada nos pacientes com a SDCR
(‘Yamamoto e Shimizu, 2016).

E ainda em relaco ao perdxido de hidrogénio, tem sido demonstrado
0 seu papel no desenvolvimento de diferentes patologias dolorosas em
modelos animais de dor inflamatéria (Trevisan et al., 2013b; Moilanen et
al., 2015a), ou em modelos de dor neuropatica (Trevisan et al., 2016). No
entanto, segundo estudo revela que a producéo de perdxido de hidrogénio
por células como macréfagos e neutrofilos poderia favorecer a
sensibilizacdo dos nociceptores via ativacdo do TRPAL (Trevisan et al.,
2014). A literatura mostra que a vasodilatacdo mediada por cinamaldeido
(agonista TRPAL1), foi totalmente reduzida ap6s o tratamento com
sequestradores de ROS (como a SOD e NADPH oxidase) (Aubdool et al.,
2016). Muitos dos oxidantes produzidos durante a inflamacao, como o 4-
HNE (Trevisani et al., 2007) ou perdxido de hidrogénio (Andersson et al.,
2008) atuam diretamente sobre o receptor de TRPAIL, assim, muitas
substancias produzidas endogenamente durante a resposta inflamatoria
induzida pela isquemia/reperfusdo podem levar a ativacdo do receptor de
TRPAL.

Portanto foi realizado o tratamento nos camundongos com 17 dias da
indugdo da DPIC, com o uso de um antioxidante (&cido a-lipdico), onde
mostrou efeito analgésico levando a redugdo da alodinia mecénica e ao
frio, perdurando esse efeito por algumas horas. Segundo um estudo
recente, sugere-se que o acido a-lipdico desempenha um papel muito mais
amplo do que simplesmente ser um antioxidante (Nascimento et al.,
2016), agindo nas reacOes de desidrogenase mitocondrial, demonstrando
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protecdo contra o estresse oxidativo em modelos de lesdo apds
isquemia/reperfusdo, diabetes, neurodegeneracdo e entre outras
patologias (Mitsui et al., 1999). Também outro estudo com diabéticos,
mostrou que uma dose diéria de 600 mg de acido a-lipéico oral para dor
neuropética, levou a uma reducdo da dor com menos efeitos secundarios
(Mijnhout et al., 2012). Como observou-se no presente estudo a
hipersensibilidade mecanica e a frio foram revertidas pelo antioxidante
acido a-lipdico mostrando efeito anti-alodinico, sugerindo que o estresse
oxidativo possa estar envolvido na inducdo e manutencdo da
hipersensibilidade mecénica observada na DPIC (Klafke et al., 2016). As
alteragdes inflamatérias e privacdo de oxigénio causadas por
isquemia/reperfusdo induzem a geracdo de ROS, que podem reagir com
diferentes biomoléculas, como proteinas e lipidios. Isto leva a alteragdes
ou perda de funcéo, e producéo de metabolitos téxicos, caracterizando o
estado de estresse oxidativo (Gierthmuhlen et al. 2014). No entanto, essa
producdo de tais metabdlitos tem sido caracterizada apds a isquemia e
porém podem causar danos neuronais, sustentando a resposta inflamatdria
e levando ao quadro de dor/nocicepcdo (Gierthmuhlen et al., 2014).

Ainda para confirmar esses resultados farmacoldgicos fez-se uso de
animais com delecfo genética para o receptor TRPAL (Trpal™) e com
C57BL/6 do tipo selvagem (Trpal*’*), onde verificou-se que nesses
animais Trpal” apos a inducdo da isquemia/reperfusdo, responderam a
um limiar menor na alodinia mecénica e ao frio em relagéo aos animais
Trpal**. Sendo assim, esses achados podem sugerir o importante
envolvimento do receptor no modelo da SDCR/DPIC. Isso corrobora com
estudo realizado com modelo de dor neuropética periférica induzida por
guimioterapicos, onde a nocicepcdo apresentada pelo modelo foi
completamente abolida em camundongos geneticamente deficientes de
TRPAL, destacando o papel essencial do receptor na dor neuropatica
(Trevisan et al., 2013b).

Em relacdo a avaliacdo do efeito protetor da administracdo i.t de
oligonucleotideo anti-sentido para o receptor TRPAL, realizado em trés
dias antes da inducéo do modelo de DPIC, pode-se observar o bloqueio
significativo na alodinia mecéanica e ao frio quando avaliado até 17 dias
ap6s a inducdo da isquemia/reperfusdo. Assim, confirmando o
envolvimento do canal TRPA1 na nocicepgao apresentada no modelo de
dor cronica em camundongos. Também, observou-se que 0 uso do
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antagonista HC-030031, dessa vez tratado por trés dias e também tratado
no dia da inducdo do modelo da DPIC em camundongos, mostrou uma
reducdo do 1° ao 17° dia a alodinia mecanica e ao frio observada ap6s o
tratamento, levando a uma prevencdo da nocicepcdo aguda e cronica.
Ainda, para 0 mesmo protocolo de tratamento, foi utilizado um
antioxidante (acido a-lipdico) que mostrou da mesma forma o efeito
analgésico, mas levando a redugéo da alodinia mecanica somente até o 5°
dia, e ao frio somente até o 9° dia ap0Os isquemia/reperfusdo em
camundongos, sendo que ndo se obteve uma preven¢do por completo da
nocicepgdo crénica com o uso desse antioxidante como obteve-se com o
uso do antagonista do TRPAL. Mas o uso do acido a-lipdico vem sendo
estudado por ser um co-fator essencial no metabolismo mitocondrial com
atividade antioxidante, demonstrando uma atividade periférica e central
atuando sobre os mecanismos de neuroinflamacédo, podendo reduzir a dor
(Costantino et al., 2015).

Em estudo com modelo neuropdtico periférico induzido por
quimioterapicos, mostra que a presenca de estresse oxidativo leva a
ativagdo do canal TRPAL, e a hipersensibilidade pode ser revertida
transitoriamente por tratamento com curto prazo com o antagonista de
TRPAL (HC-030031) e 4cido a-lipdico, sendo os animais tratados antes
da inducdo do modelo de neuropatia. Além disso, o estudo atual sugere
estratégias de prevencao para dor neuropatica em pacientes através do uso
de tratamentos precoces, de curto prazo, com antagonistas do TRPAL.
Desta maneira, destacando o papel essencial na ativacdo/sensibilizacdo
precoce do receptor TRPAL por subprodutos do estresse oxidativo na
neuropatia (Trevisan et al. 2013b).

Quando observado que o acido a-lipdico reverteu a nocicepcdo,
avaliado pela alodinia mecéanica e ao frio até alguns dias apés a
isquemia/reperfusdo, indica que subprodutos do estresse oxidativo
gerados por uma lesdo nervosa possa promover comportamentos
semelhantes a dor (Nassini et al., 2014). Isto pode ocorrer pelo fato de
moléculas reativas ativarem o receptor TRPA1, e por esta razdo, 0 mesmo
é considerado um sensor de estresse oxidativo, pois esses subprodutos do
estresse oxidativo medeiam os comportamentos semelhantes a dor através
do receptor TRPAL (Trevisan et al., 2016). Desde modo, pode-se
confirmar que tanto o bloqueio do TRPA1 avaliado com o uso do seu
antagonista e como a inibicéo do estresse oxidativo com o uso do acido
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a-lipdico administrados de forma preventiva da dor neuropética, podem
levar a uma diminuicdo dos comportamentos nociceptivos cronicos.

A fisiopatologia da SDCR-I pode estar relacionada a inflamagao
neuronal periférica, inflamagdo sistémica local, disfungdo do sistema
nervoso simpatico e anormalidade do sistema nervoso central (Kim et al.,
2017). Existem varios mecanismos moleculares e celulares que operam
dentro dos sistemas nervoso periférico e central para produzir as
diferentes formas de dor, e o entendimento desses mecanismos é
fundamental para o desenvolvimento de tratamentos que visam
especificamente as causas subjacentes e ndo apenas o0s sintomas (Scholz
e Woolf, 2002). Os resultados do presente estudo fornecem evidéncias
gue o estresse oxidativo possa estar relacionado no quadro doloroso apos
a inducdo do modelo da DPIC, no entanto, esse achado é mais uma
ferramenta importante para explorar o envolvimento do receptor TRPA1
em situagdes fisiopatoldgicas cronicas da SDCR-I.

Contudo baseado nesses resultados, pode-se observar que o processo
inflamatdrio na SDCR1/DPIC parece estar mais envolvido durante a fase
aguda (inflamat6ria). No entanto, foram avaliados os diferentes
mecanismos no desenvolvimento da dor neuropatica, visto que a
nocicepgdo analisada em camundongos com a DPIC poderia ser
promovida pela ativacdo de TRPAL, através de agonistas reativos, e, no
entanto, este canal pode ser melhor explorado em novas pesquisas como
um alvo alternativo para o tratamento da dor nessa condigdo. Além disso,
é necessario analisar mais detalhadamente esse modelo da SDCR-I, pois
ainda é um desafio poder compreender a fisiopatologia da dor neuropatica
apresentada. Portanto mais estudos sdo necessarios para a elaboracéo de
farmacos que visem alvos especificos para a dor e que possam interagir
com o receptor TRPAL, proporcionando assim respostas mais eficazes no
tratamento dessa sindrome.

E neste modelo animal apresentou a validade de face, no qual
mostrou a capacidade do modelo de produzir nocicepcao avaliado pelos
testes de alodinia mecénica e ao frio, assim como observado em pacientes
com a SDCR. Além disso pode-se avaliar a validade preditiva, no
qual vai se referir a sensibilidade do modelo em testar farmacos para o
controle da dor, como foi avaliado pelo antidepressivo amitriptilina. E
também se avaliou a validade de constructo, no qual foi relacionada a
mimetizacdo da fisiopatologia da SDCR no modelo animal de DPIC,
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mostrando que as alteragcbes bioquimicas apresentadas estdo
correlacionadas com os sintomas presentes em pacientes (Kapczinski et
al., 2011).
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CONCLUSOES

Conclui-se com os resultados obtidos no presente trabalho que:

O modelo de DPIC em camundongos causou nas fases aguda ou
cronica alodinia mecénica e ao frio, porém os niveis de lactato
estavam aumentados apenas na fase aguda e também ocorreu a
indugdo de edema e aumento da temperatura do tecido isquémico
apenas na fase aguda, assim o modelo padronizado em camundongos
mostrou sinais e sintomas semelhantes aqueles observados em
pacientes com SDCR-I.

O uso do antidepressivo (amitriptilina) no modelo de DPIC em
camundongos durante a fase crénica mostrou efeito antinociceptivo
para a hipersensibilidade mecénica, dessa forma verificou-se que um
farmaco usado no controle da dor crénica na SDCR-I apresentou
efeito antinociceptivo no modelo de DPIC em estudo;

Os antagonistas do receptor TRPA1 (HC-030031 e A-967079)
administrados durante a fase cronica da nocicepc¢do no modelo de dor
induzida por isquemia/reperfusdo em camundongos, foram capazes
de reduzir a hipersensibilidade mecéanica e térmica ao frio,
demonstrando dessa maneira o envolvimento deste canal i6nico nesta
forma de nocicepcao;

Na avaliagdo do desenvolvimento da nocicepgdo no modelo de DPIC
ap6s a administracdo i.t de oligonucleotideo anti-sentido para o
receptor TRPAL durante a fase cronica, este apresentou bloqueio
significativo na alodinia mecénica e ao frio nocivo, confirmando que
esse receptor tenha envolvimento na hipersensibilidade demonstrada
no modelo de DPIC;

A imunoreatividade do receptor TRPAL em nervo ciatico na fase
cronica da inducdo da isquemia/reperfusdo em camundongos foi
aumentada, dessa maneira 0 uso de antagonista TRPAL estaria
possivelmente reduzindo a possibilidade de hipersensibilidade
mediada pelo aumento da expressao do receptor TRPAL;

A administracdo i.p do agonista TRPAL (AITC) causou hiperalgesia
guimica na fase crénica do modelo de dor induzida por
isquemia/reperfusdo em camundongos, dessa maneira confirmando
gue esse receptor possa estar relacionado nos sintomas de dor no
modelo de DPIC/SDCR-I;

As atividades das enzimas MPO e NAGase na pata e nervo ciatico no
modelo de DPIC em camundongos, ndo se encontraram alteradas na
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fase crbnica, esses dados estdo de acordo com a literatura pois é
apenas na fase aguda da nocicepcao que ocorre aumento na atividade
dessas enzimas, pois a fase crénica ndo deve envolver componente
inflamatdrio generalizado;

Na imunofluorescéncia do nervo ciatico houve aumento da migracao
de macréfagos e também da imunoreatividade para o 4-HNE
(agonista TRPAL), assim confirmando o envolvimento destas células
no local da lesdo e do estresse oxidativo podendo esses estarem
envolvidos com o receptor TRPAl e causarem 0s eventos
nociceptivos observados no modelo de DPIC;

Na fase crbnica da DPIC houve aumento do contetdo do agonista
enddgeno do receptor TRPA1L (perdxido de hidrogénio), e também a
atividade de enzimas oxidantes (NADPH oxidase e da SOD),
indicando que a formacdo do agonista TRPAL enddgeno poderia
estar contribuindo para o efeito nociceptivo apresentado apds o
modelo de DPIC;

A hipersensibilidade mecénica e ao frio foi revertida pelo uso do
composto antioxidante (acido a-lipdico) em um modelo de dor
induzida por meio de isquemia/reperfusdo em camundongos durante
a fase crénica mostrando potencial antinociceptivo, isso sugere que o
estresse oxidativo possa estar envolvido na inducgdo e na manutengdo
da hipersensibilidade mecénica observada na DPIC;

Na avaliagdo do desenvolvimento da nocicep¢do em camundongos
com delecdo genética para o receptor TRPAL (Trpal™) houve
bloqueio do desenvolvimento da alodinia mecanica e ao frio nocivo
no modelo da DPIC, sugerindo o envolvimento do receptor TRPA1
nos sintomas apresensentados no modelo de DPIC;

A administragdo i.t de oligonucleotideo anti-sentido para o receptor
TRPAL administrado no modelo de DPIC de modo preventivo, teve
efeito protetor no desenvolvimento da nocicepgdo, pois bloqueou
significativamente a alodinia mecénica e ao frio nocivo, confirmando
ainda que esse receptor tem papel importante na inducdo da
hipersensibilidade apresentada no modelo;

O antagonista do receptor TRPA1 (HC-030031) e o composto
antioxidante (acido a-lipbico) no modelo de dor induzida por meio
de isquemia/reperfusdo em camundongos, mostraram potencial
preventivo, levando a uma diminuigdo dos comportamentos
nociceptivos agudos e cronicos, dessa maneira o estresse oxidativo e
0 receptor TRPAL tém grande importancia no desenvolvimento da
dor aguda e cronica nesse modelo de DPIC.
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Figura 22. Na dor inflamatdria a lesdo tecidual ap6s isquemia/reperfusdo induz
a infiltragdo de célula inflamatdrias (macréfagos) que levam a produgdo e
liberacdo de mediadores agonistas TRPAL (4-HNE ou perdxido de hidrogénio),
estes por sua vez sdo capazes de ativar e/ou sensibilizar os aferentes sensoriais
(nociceptores) através do receptor TRPA1L, causando assim sensibilizacdo do
local afetado levando a dor neuropatica. Fonte: do autor.

Portanto, a partir dos resultados obtidos neste estudo pode-se
perceber que o receptor TRPALl esta plenamente envolvido nos
mecanismos da dor neuropatica no modelo de DPIC, dessa forma pode
ser ainda explorado na investigacdo de analgésicos com a finalidade de
tratamento da dor neuropética apresentada na SDCR-I (Figura 22).
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