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RESUMO

A dor neuropatica pode ser causada por lesbes e/ou disfuncbes no sistema
somatossensorial. A transmissdo da informacdo nociceptiva ocorre através das
fibras aferentes priméarias que iniciam a transmissdo da informacdo dolorosa e
expressam o receptor de potencial transiente vanildide 1 (TRPV1), um receptor-
chave envolvido na transmissdo e modulacdo de sinais de dor. Estudos destacam a
capsaicina no tratamento eficaz de dor neuropatica. A capsaicina causa uma
deplecdo de substancia P, alterando a transmissdo da dor, produzindo uma
dessensibilizagdo. A resiniferatoxina (RTX), um agonista mais potente de TRPV1
gue a capsaicina, inibe rapidamente a transmissdo nociceptiva, como também
proporciona analgesia duradoura em modelos comportamentais. Esses dados
apoiam o desenvolvimento de novos analgésicos direcionados a neurbnios que
expressam o receptor TRPV1 tanto central como perifericamente. O presente estudo
visa avaliar o efeito da RTX nos comportamentos hipernociceptivos de animais
submetidos a modelo de lesdo neuropatica por constricdo crénica do nervo isquiatico
(CCI). Foram utilizados 112 camundongos swiss, machos (5-6 semanas; pesando 25
a 28g), subdividos em 2 grupos: grupo tratamento prévio (pré-tratados com veiculo e
falso operados; pré-tratados com veiculo e neuropéaticos; pré-tratados com RTX e
falso operados e pré tratados com RTX e neuropaticos) e grupo tratamento tardio
(falso operados e tratados com veiculo; falso operados e tratados com RTX;
neuropaticos e tratados com veiculo e neuropéaticos e tratados com RTX).
RTX/veiculo foram administrados por via intratecal (i.t.), o limiar nociceptivo
mecanico foi avaliado pelos filamentos de Von Frey e foi utilizada a técnica de
Western Blotting para avaliar a expressédo dos receptores TRPV1 nos ganglios da
raiz dorsal (DRG). Os resultados encontrados por meio da avaliacdo nociceptiva
pelos filamentos de Von Frey demonstram que no grupo tratamento prévio houve um
aumento significativo do limiar nociceptivo, demostrando o efeito nociceptivo de RTX
para o tratamento prévio, apos CCIl e no grupo tratamento tardio a dor neuropatica
induzida por CCI foi revertida apds 1 hora da administracdo de RTX, persistindo por
até 24 horas. Nos grupos dos animais neuropaticos tratados com veiculo e nos
grupos falsos-operados tratados com veiculo e RTX ndo houve diferenga entre os

tempos e alteracdo do limiar nociceptivo. Nas analises das expressdes de TRPV1,



foi observado que a expressdo dos receptores TRPV1 reduziu de maneira
significativa no grupo de tratamento tardio quando comparados com o grupo veiculo
e tratamento prévio, representando a deplecdo dos receptores TRPV1 apds a
administracéo i.t. de RTX em animais submetidos a CCIl. Pode-se concluir que, 0s
receptores TRVP1 participam ativamente no controle da dor neuropatica, induzindo
antinocicepgéo, bem como a administragéo i.t. de RTX 1 hora antes do modelo de
dor demonstrou esse efeito, entretanto as expressdes dos receptores TRPV1 néo

foram alteradas.

Palavras-Chave: Nociceptores, Neuropatia Ciatica, Medi¢ao da dor



ABSTRACT

Neuropathic pain can be caused by injury and dysfunctions in the somatosensory
system. The transmission of nociceptive information occurs via the primary afferent
fibers that initiate the transmission of pain information and expressing the transient
receptor potential vanilloid 1 (TRPV1), a receptor involved in the transmission and
modulation of pain signals and is a main stimulus transducer. Studies featured
capsaicin in the effective treatment of neuropathic pain. Capsaicin causes a depletion
of substance P by changing the transmission of pain, producing desensitization. The
resiniferatoxin (RTX), a more potent TRPV1 agonist capsaicin that rapidly inhibit
nociceptive transmission, provides lasting analgesia in behavioral models. These
data support the development of new analgesics directed to neurons that express the
TRPV1 receptor both central and peripherally. This study aims to evaluate the effect
of RTX in hypernociceptive behavior of animals subjected to the model of
neuropathic chronic constriction injury of the sciatic nerve (CCIl). 112 males mice
Swiss were used, (5-6 weeks, weighing 25 to 28g), subdivided into 2 groups:
previous treatment group (pretreated with vehicle and false operated; pretreated with
vehicle and neuropathic; pretreated with RTX and operated false and pre-treated with
RTX and neuropathic) and late treatment group (false operated and treated with
vehicle, false operated and treated with RTX, neuropathic and treated with vehicle
and neuropathic and treated with RTX). RTX/vehicle was administered intrathecally,
the mechanical nociceptive threshold was evaluated by Von Frey filament and
Western blotting technique was used to evaluate the expression of TRPV1 receptors
on dorsal root ganglia (DRG). The results found by nociceptive evaluation by Von
Frey filaments demonstrate that the previous treatment group showed a significant
increase of nociceptive threshold, demonstrating nociceptive effect of RTX for
previous treatment after CCIl and treatment group later neuropathic pain induced by
CClI It was reversed after 1 hour of RTX administration and persist for up to 24 hours.
In groups of neuropathic vehicle treated animals and the false-operated group
treated with vehicle and RTX there was no difference between the times and change
the nociceptive threshold. In the analysis of expression of TRPV1 it was observed
that the expression of TRPV1 receptors significantly reduced the late treatment group

compared to the vehicle group, and previous treatment, representing depletion of the



TRPV1 receptors after intrathecal administration of RTX in animals subjected to CCI.
It can be concluded that the TRVPL1 receptors actively participate in controlling the
neuropathic pain induced antinociception, as well as intrathecal administration of
RTX 1 hour before to pain model showed that effect, however the expression of

TRPV1 receptors were not changed.

Keywords: Nociceptors, Sciatic Neuropathy, Pain Measurement
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1. INTRODUCAO

A dor € uma experiéncia vivenciada por quase todos 0s seres Vivos, constitui
um instrumento de protecdo que possibilita a deteccdo de estimulos fisicos,
mecanicos e quimicos nocivos, além de sensibilizar sistemas que protegem o
individuo contra futuras lesbes. A dor esta intimamente associada a redugcdo da
qualidade de vida, podendo acompanhar sintomas de ansiedade, depressdao ou
insénia. (DWORKIN et al., 2010). Diversas formas de dor podem ser classificadas.
Dentre elas podemos destacar a dor neuropatica, uma sindrome incuravel, presente
em milhdes de pessoas no mundo (DWORKIN et al., 2007).

A dor neuropatica € uma dor ndo-adaptativa que decorre de um dano ao
sistema nervoso central ou periférico com estimulacéo inadequada dos nociceptores
(ROWLAND; PEDLEY, 2011). Os nociceptores sao terminacdes nervosas livres,
localizados em diversos tecidos do corpo como pele, mucosas, musculos,
articulacdes e visceras e sdo sensiveis a estimulos, sejam eles mecanicos, térmicos
e quimicos (MILLAN, 1999; JULIUS; BASBAUM, 2001).

A transmisséo da informacao nociceptiva ocorre através das fibras aferentes
primarias, classificadas de acordo com seu didmetro, estrutura, velocidade de
conducdo, pela intensidade e qualidade da dor (MILLAN, 2002). As fibras
nociceptivas de pequeno diametro, denominadas fibras C, possuem um importante
papel na deteccdo de estimulos nocivos, dando inicio a transmissédo da informacéao
dolorosa e expressam o receptor de potencial vanildide do tipo 1 (TRPV1). Este
receptor € um canal ibnico, ndo seletivo de céations, mais permedaveis para ions de
calcio envolvido diretamente na transmissao e modulacao de sinais da nocicepgao e
reconhece estimulos nocivos como temperatura, pH, produtos exdégenos e
mediadores inflamatorios (VIDAL et al., 2004; HAANPAA; TREEDE, 2012).

Estudos destacam a capsaicina no tratamento eficaz da dor neuropatica
(VIDAL et al., 2004). Seu mecanismo de acdo é baseado na estimulagdo seletiva
das fibras do tipo C e uma deplecdo de substancia P, alterando a transmissdo que
resultaria a dor para os sistemas centrais produzindo uma dessensibilizacao (VIDAL

et al., 2004). Foi demonstrado que a administracdo de capsaicina por via intratecal
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(i.t) em ratos induz a degeneracdo seletiva nos neurdnios sensoriais primarios
envolvidos na mediacao da dor (HAANPAA; TREEDE, 2012).

A administracao i.t. de resiniferatoxina (RTX), um agonista mais potente de
TRPV1 que a capsaicina, produz a inibicdo rapida da via nociceptiva e também
proporciona analgesia duradoura em modelos experimentais, devido a deplecdo dos
receptores TRPV1 nas terminagbes nervosas sensoriais centrais (NEUBERT et al.,
2003; BROWN, 2005; KISSIN, 2005; JEFFRY et al, 2009; BROWN et al, 2015),
representando uma abordagem promissora para o controle da dor (IADAROLA;
MANNES, 2011).
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2. REVISAO DE LITERATURA

Abaixo sera abordada uma breve revisao de literatura sobre as caracteristicas
da dor, dando énfase na dor neuropética, os mecanismos fisiol6gicos relacionados

ao TRPV1 e alguns de seus agonistas, como capsaicina e resiniferatoxina.

2.1 DOR

A dor & uma experiéncia desagradavel vivenciada, constituindo um
instrumento essencial de alerta do organismo através da deteccdo de estimulos
fisicos, mecéanicos e quimicos nocivos. Proporciona um rapido aviso ao sistema
nervoso iniciando respostas de protecdo adequadas para minimizar as lesdes (FEIN,
2011). Fisiologicamente, a dor integra o controle homeostatico, e € um dos sinais
clinicos mais importantes para deteccdo e avaliacdo de diversas patologias
(BASBAUM et al., 2009).

O comité de taxonomia da Associagcado Internacional para o Estudo da dor
(IASP) em 1979 conceitua a dor como “experiéncia sensitiva e emocional
desagradavel decorrente ou descrito em termos de lesdes teciduais reais e
potenciais” (ONOFRE et al., 2009). A dor pode ser clinicamente caracterizada em
quatro categorias relacionadas a substratos anatémicos, fisioldgicos e psicologicos:
sensacao nociceptiva, percepgéo, comportamento e sofrimento (LOESER, 1980).

A sensacgdo nociceptiva, ou nocicep¢ao, palavra originada do latim nocere
que significa “ferir” é resultado da deteccdo de estimulos nocivos, por meio das
terminacdes nervosas livres, que sao 0s nociceptores; a percepcao da dor depende
de experiéncias psicolégicas, emocionais e motivacionais. Portanto, o termo dor &
mais apropriado para experiéncias humanas, enquanto que, em animais, utiliza-se o
termo nocicepcdo e € avaliada indiretamente pela observagdo comportamental
evidenciada (FERREIRA et al., 2009).

O primeiro processo da nocicepcdo é a decodificacdo de sensacoes

mecanicas, térmicas e quimicas em impulsos elétricos por terminais nervosos
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especializados denominados nociceptores (PISERA, 2005). Os nociceptores séo
sensores primarios periféricos que reconhecem os estimulos nocivos e sdo também,
terminacdes nervosas livres de neurdnios de primeira ordem. A funcdo destes é
preservar a homeostasia tecidual, apontando uma injuria potencial ou real, sendo
considerados neurdnios pseudounipolares, no qual, o ramo axonal distal se dirige a
periferia e o ramo axonal proximal ao corno dorsal da medula espinal ou ao tronco
cerebral (LOESER; MELZACK, 1999).

Em condicdes fisioldgicas, 0s nociceptores possuem alto limiar de ativacdo,
ou seja, estimulos de baixa intensidade ndo desencadeiam ativacao dessas fibras.
Os estimulos nociceptivos, sejam eles fisicos (mecanicos ou térmicos de alta
intensidade) ou quimicos (prostaglandina, serotonina, bradicinina, capsaicina e/ou
prétons, por exemplo), sdo detectados pelos nociceptores localizados nos diferentes
tecidos, principalmente na pele, mucosas, musculos, articulagcdes e visceras. Os
nociceptores que inervam a cabeca e 0 pesco¢co compdem 0S nervos cranianos e
possuem seus corpos celulares, principalmente, no ganglio trigeminal. J& os corpos
celulares de fibras que inervam o tronco e membros se encontram nos ganglios da
raiz dorsal (DRG) da medula espinal (JULIUS, 2001; MILLAN, 2002).

A transmisséo da informacao nociceptiva ocorre através das fibras aferentes
primarias, classificadas de acordo com seu didmetro, estrutura, velocidade de
conducdo, pela intensidade e qualidade da dor. As fibras aferentes sao
essencialmente classificadas em dois tipos: 1) fibras C: finas (0,4 a 1,2 mm de
diametro), ndo mielinizadas e de conducéo lenta (0,5 a 2 m/s), sendo responsaveis
pela dor de longa duracéo e difusa, e 2) fibras A-6: médias (2 a 6 mm de diametro),
pouco mielinizadas, de conducao intermediaria (2 a 30 m/s) e responsaveis pela dor
de curta duracdo, aguda e lancinante, sentida apdés uma estimulacdo nociva. As
fiboras A-B, de maior didmetro e muito mielinizadas, responsaveis pela deteccédo de
estimulos in6cuos (ex. tateis), que podem passar a responder como nociceptores
durante certos processos patolégicos, como nas neuropatias, onde ocorre uma
plasticidade neuronal (BASBAUM et al., 2009). As fibras C respondem a estimulos
mecanicos, térmicos e quimicos, sendo assim chamadas de polimodais e possuem
um importante papel na deteccdo de estimulos nocivos, dando inicio a transmissao
da informacé@o dolorosa e expressam os receptores de potencial transitério (TRP)

gue sao classificadas em grupos, de acordo com sua constituicéo e a localizagao de
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seus terminais sinapticos no corno dorsal da medula espinal (JULIUS, 2001,
MILLAN, 2002). As fibras A-0 respondem apenas a estimulos nocivos mecénicos e
térmicos expressam também os receptores TRP no DRG (JULIUS, 2001; MILLAN,
2002).

A informacdo nociceptiva € transmitida pelos nociceptores para sistema
nervoso central, chegando ao corno dorsal da medula espinal, onde ocorrem
sinapses com neurdnios de segunda ordem e a liberacdo de diversos
neurotransmissores, como: glutamato, substancia P e também sofre modulacbes
excitatorias e/ou inibitérias. (LIU et al., 1997; BASBAUM et al., 2009). O corno dorsal
da medula espinal é didaticamente dividido em 10 laminas (I-X), sendo a lamina | a
mais superficial a partir da regido dorsal (REXED, 1954). As laminas mais
superficiais sdo denominadas nociceptivas, e as mais profundas respondem a uma
grande variedade de estimulos, de diversas intensidades e naturezas (FERREIRA et
al., 2009). A informag&o nociceptiva ascende pelos tratos nervosos espinotalamico
ou espinoreticulotalamico em direcdo ao talamo, tronco cerebral (ndcleo
parabraquial) e amigdala. No tdlamo, essa informacao é redirecionada para o coértex
somatossensorial, onde as informacdes sobre a localizacdo e a intensidade do
estimulo doloroso séo percebidas (MILLAN, 2002; BASBAUM et al., 2009).

Dois tipos de dor podem ser destacados: a dor aguda e cronica. Muitas vezes,
a dor aguda é decorrente de um quadro inflamatoério e este € caracterizado pela
presenca de diversos sinais além da dor, como o0 edema e a migracdo de leucécitos
para o local da lesdo. Em muitos casos, a dor inflamatoria ndo € resolvida pelo
préprio organismo, nem mesmo com terapias medicamentosas, podendo se tornar
um quadro crénico (KALSO et al., 2004). A dor crbnica é assim denominada quando
extrapola a funcdo de reflexo e/ou defesa do organismo (condi¢des fisioldgicas),
associada a reducdo da qualidade de vida e pode ser acompanhada de ansiedade,
depressao ou insonia (DWORKIN et al., 2010; KALSO et al., 2004).

A dor ainda pode ser classificada amplamente como dor nociceptiva,
inflamatdria e neuropética. A dor nociceptiva possui funcdo protetora, alertando
quanto a presenca de uma lesdo, ocorrendo sensibilizagdo de nociceptores
periféricos e alteracdo do sistema nervoso central. Sendo fator decisivo que leva o
paciente procurar os cuidados médicos (JI et al., 2003). A dor nociceptiva ocorre em

resposta a estimulos nocivos e se mantem presentes apenas quando estes S&o
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mantidos. O estimulo e a sensacdo dolorosa sédo diretamente proporcionais
(COSTIGAN; SCHOLZ; WOOLF, 2009).

A dor inflamatéria € a resposta a lesédo, seguida de um processo inflamatorio,
normalmente com término e reparo da lesdo ndo ocorre mais a dor. Pode-se
observar a presenca de alodinia, onde estimulos antes in6cuos sdo detectados
como estimulos dolorosos. A hiperalgesia também esta presente, onde os estimulos
nocivos provocam de maneira exagerada e prolongada a dor
(COSTIGAN; SCHOLZ; WOOLF, 2009).

A dor neuropética € uma dor ndo adaptativa que decorre de um dano ao
sistema nervoso central ou periférico e pode induzir dor na auséncia de estimulacéo
dos nociceptores (alodinia) e também de uma resposta dolorosa exacerbada a
estimulacdo dos nociceptores (hiperalgesia) (ROWLAND; PEDLEY, 2011).

2.2 DOR NEUROPATICA

Atualmente, a dor neuropética, segundo a IASP, pode ser definida como a dor
iniciada ou causada por uma lesdo ou disfuncdo priméria do sistema nervoso
(SCHESTATSKY, 2008), podem acometer raizes e nervos periféricos, nervos
cranianos, medula espinal ou cérebro, sdo classificadas como dor neuropatica
(MERSKEY, 1994). A caracterizacdo da dor neuropatica € complexa e heterogénea,
pois os sintomas podem oscilar no tipo, na intensidade, no tempo dentre outros
fatores. Mas, as principais caracteristicas da dor neuropatica sédo hiperalgesia
(sensacao dolorosa aumentada a estimulo doloroso), dor espontanea e alodinia (dor
provocada por estimulos ndo nocivos). Outros sintomas também podem ocorrer,
como hipersensitividade, inflamacéo neurogénica, extraterritorialidade (dor em locais
até entdo ndo afetados), entre outros (WALL; GUTNICK, 1974). Essas
manifestacbes estdo associadas em alteragbes no sistema somatossensorial, com
sensibilizacdo dos neurdnios aferentes primarios periféricos e neurbnios centrais
(BARON; BINDER, 2004).

O dano ao tecido nervoso resulta em aumento da sensibilidade aos estimulos

dolorosos, assim como, estimulos in6cuos passam a ser percebidos como
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dolorosos. A hiperalgesia neuropatica é decorrente das alteragBes centrais ou
espinhais e a sensibilizacdo dos nociceptores (BARON; BINDER, 2004).

Uma vez que a dor neuropéatica é gerada, a hipersensibilidade pode persistir
por periodos prolongados, mesmo que a causa original tenha cessado, como apés
trauma do nervo. No entanto, o progresso da doenca primaria, tais como diabetes
mellitus ou a compressdo nervosa geram danos ao sistema nervoso. A dor
neuropatica ndo € uma consequéncia inevitavel de lesées neurais, todavia a dor esta
associada com o dano neuronal agudo e geralmente ocorre a transicdo para a dor
neuropatica crénica. Essa transicdo estd mais evidente apos lesdes nervosas
cirirgicas onde a extensdo e duracdo da lesdo estdo bem definidas (KEHLET et
al., 2006).

Frequentemente, o dano de um nervo periférico gera um neuroma, estrutura
que desenvolve mudangas na excitabilidade neuronal, suficientes para gerar
potenciais de agcdo espontaneos, e conduzir o influxo sensorial independente da
estimulacao periférica (LIU, et al., 2001; DEVOR, 2006). A hiperexcitabilidade
neuronal pode decorrer do aumento da expressdo de canais de soédio, que
acarreta no aparecimento de fendmenos como a dor espontanea e a
sensibilizacdo de neur6nios do sistema nervoso periférico e central (DEVOR,
2006).

Quando um nervo € lesado, alguns componentes da resposta inflamatéria
sdo ativados, resultando na liberacdo de mediadores e no recrutamento de células
inflamatorias para o sitio da lesdo. A presenca de células de Schwann, neutréfilos,
macrofagos e mastocitos contribuem para que axdnios que sofrem decomposicao
da bainha de mielina sejam removidos e ocorra a sintese e liberacdo de diversos
mediadores inflamatérios, num fendmeno conhecido como degeneragédo Walleriana
(TRACEY; WALKER, 1995). A presencga de serotonina, substancia P, histamina,
bradicinina, citocinas, TNF-a, IL-1B e IL-6, entre outras, assim como de produtos
das vias da ciclooxigenase (COX) sdo capazes de ativar e/ou sensibilizar as fibras
sensoriais periféricas, participando ativamente no desenvolvimento da hiperalgesia
em condi¢des de dor neuropatica (SOMMER; KRESS, 2004).

A sensibilizacdo central e periférica pode ser identificada especialmente pela
reducéo do limiar nociceptivo, ou seja, aumento na responsividade dos neurénios do

corno dorsal da medula espinal a estimulos diversos. Desta forma, ocorrem
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alteragcOes plasticas nos neurdnios e células envolvidas na transmissdo nervosa e
manutencdo dos neurdnios e nas células da glia (WOOLF, 2011). As alteracdes
plasticas na dor neuropatica costumam ocorrer no corno dorsal da medula espinal,
neurénios de projecdo nas laminas | e V, assim como também nos neurdnios das
vias descendentes de controle da dor (WHITE; FELDMAN; MILLER, 2009). Alguns
exemplos de alteragfes plasticas que ocorrem na dor neuropatica e contribuem para
a facilitacdo do estimulo doloroso sdo: o aumento da sintese e liberacdo de
aminoacidos excitatérios, e a reducdo de aminoacidos inibitérios, o aumento da
expressdo de canais de sodio tetrodoxina-resistentes, o fechamento de canais de
potassio dependentes de trifosfato de adenosina (ATP) e a ativacéo de células gliais
(SOTGIU; BIELLA, 2000; CASALS-DIAZ; VIVO; NAVARRO, 2009). Por
consequéncia, 0s neurdnios sensibilizados permitem que impulsos nervosos
normalmente ndo nocivos provoquem dor (alodinia) e a resposta a estimulos que ja
provocavam dor € intensificada (hiperalgesia) (JI et al., 2003). Estudos demonstram
gue a hiperalgesia crénica induzida por lesdo nervosa libera mediadores
inflamatorios que ativam ou sensibilizam os receptores TRPV1 de maneira constante
(KISSIN; FREITAS; BRADLEY, 2007).

Na prética clinica, a dor neuropética & considerada de dificil tratamento,
devido ao inadequado entendimento dos mecanismos celulares e moleculares
envolvidos no desenvolvimento e manutencédo deste tipo de dor (ALEY; LEVINE,
2002; SAH; OSSIPO; PORRECA, 2003). E, além disso, tratar-se de uma experiéncia
multidimensional, que integra funcionalmente estruturas do sistema limbico e
cortical, para iniciar a percepcdo da dor e as respostas a esta injuria (HUNT;
MANTYH, 2001). As opcdes terapéuticas para o controle da dor neuropética tém
aumentado nos ultimos anos (O'CONNOR; DWORKIN, 2009). Entretanto a resposta
dos pacientes com dor neuropatica para muitos dos tratamentos ndo é satisfatéria.
Os tratamentos utilizados na pratica clinica incluem intervencées neurocirdrgicas,
tratamentos medicamentosos como antidepressivos triciclicos, anticonvulsivantes,
administracdo sistémica de anestésicos locais, agentes topicos, analgésicos além do
tratamento ndo medicamentoso como fisioterapia (GALER, 1995; SAH; OSSIPO;
PORRECA, 2003; O'CONNOR; DWORKIN, 2009).

Para compreensdo sobre a dor neuropética estudos sdo cada vez mais

necessarios buscando esclarecer totalmente seus mecanismos, dessa forma na


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=O%27Connor%20AB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19801049
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dworkin%20RH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19801049
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=O%27Connor%20AB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19801049
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dworkin%20RH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19801049

22

literatura encontram-se diversos modelos experimentais de dor neuropéticas
(COSTIGAN; SCHOLZ; WOOLF, 2009). Dentre os modelos destaca-se a injaria por
constricdo cronica do nervo isquiatico, traduzida do inglés como Chronic constriction
injury (CCI) (BENNETT; XIE, 1988) modelo de facil execucdo e mimetiza os sinais
clinicos, primariamente descrito em ratos (SELTZER et al., 1999) e modificado para
camundongos (MALBERG; BASBAUM, 1998).

2.3 CANAIS IONICOS

A membrana plasmatica é constituida por lipidios e proteinas, essas proteinas
possuem uma regido especializada, denominada regido de poro, que formam canais
e permitem a passagem de fons (Na+, K*, Ca®" e CI'). Os canais idnicos sustentam o
potencial de receptor e o potencial de membrana, que sdo submetidos a uma
transicdo de um estado fechado para aberto, de maneira regulada ou controlada por
uma alteracdo conformacional da comporta do canal. O resultado é o estimulo
sensorial ou do transmissor sindptico envolvido, na transmissdo sinaptica, o
transmissor sinptico, ou seja, o ligante interage com os sitios extracelulares do
canal de ions da membrana pds-sinaptica e as comportas se abrem esses canais de
ions controlados por ligantes (LGICs), também chamados de canais ionotropicos.
Em muitos estimulos sensoriais, um segundo mensageiro intracelular € gerado no
processo de transducdo sensorial, que reage no canal com abertura da comporta
(GUYTON; HALL, 2006; FEIN, 2011). Cada canal tem uma permeabilidade tipica a
diferentes ions, condutancia, mecanismos de abertura e de fechamento, agonistas e
antagonistas tipicos, dependéncia da voltagem e caracteristicas de regulacdo
adicionais. A ativagdo de canais idnicos pode ocorrer diretamente por voltagem ou
ligacdo entre ligantes, ou de maneira indireta, por meio de uma série de eventos
moleculares e producdo de segundos mensageiros (MINKE; COOK, 2002). A
maioria dos canais ibnicos possuem trés, quatro ou cinco subunidades, organizados
em simetria circular, formando um Unico poro aquoso e cada subunidade tem

apenas um unico dominio de poro (FEIN, 2011).
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Estimulos préprios, tais como: deformacdo mecénica no tecido e aumento ou
diminuicdo da temperatura no tecido sdo exemplos de estimulos que podem regular
diretamente os canais de ions na membrana plasmatica do nociceptor, originando o
potencial do receptor. Sequencialmente, ocorrem alteracbes locais no meio
extracelular resultado da liberacdo ou exposicdo de moléculas do tecido lesionado,
ou seja, moléculas que normalmente sdo encontradas no interior das células ou na
membrana celular podem agora ser encontradas ou expostas ao fluido extracelular,
onde podem se ligar aos receptores do nociceptor. Por fim, as moléculas que entram
na regido ferida, como parte da resposta inflamatoria do organismo ao estimulo, e
pode se ligar aos receptores de membrana do nociceptor. Quaisquer umas destas
trés possibilidades podem participar na transducéo de sinal do nociceptor. A familia
dos canais de cations do receptor de potencial transitorio (TRP) merece destaque,
uma vez que, varios de seus membros sdo implicados na transducao de sinal do
nociceptor. (GUYTON; HALL, 2006; FEIN, 2011).

2.4 RECEPTOR DE POTENCIAL TRANSITORIO

A superfamilia do receptor potencial transitério (TRP) codifica proteinas de
membrana que funcionam como canais ibnicos. A partir da homologia de proteinas,
os membros da familia de canais TRP podem ser subdivididos em subfamilias
(figura 1). Os membros desta familia sdo encontrados em leveduras, invertebrados e
vertebrados (NILIUS; OWSIANIK, 2011). Funcionalmente, os TRP podem ser
caracterizados como canais catidnicos, ndo-seletivos, embora em sua maioria
apresentem caracteristicas de permeabilidade a ions, sendo alguns deles altamente
seletivos para Ca?* (MINKE; COOK, 2002), podendo ser ativados por uma
diversidade de estimulos com graus diferentes de seletividade. Os canais TRP
guando ativados permitem o influxo de cétions para a célula, provocando uma
despolarizacdo, que por sua vez, pode gerar um potencial de acdo ou nao, devido a
sua caracteristica transitoria (CLAPHAM, 2003). Estas contribuicbes sdo essenciais
para diversos processos fisiologicos, que vado desde as fungbes sensoriais, como:

transducgéo, nocicepgao e sensacao de temperatura e funcées homeostéticas, como:
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funcBes motilidade, contracdo do musculo e o controle vasomotor (MINKE; COOK,
2002).

TRPA1

TRPP3

TRPP2

TRPP5
TRPML3

TRPML1

TRPM8

TRPM2

TRPMS

TRPM4

TRPM7

TRPM6 TRPM3 TRPM1 i

Figura 1- A superfamilia do potencial receptor transitério (TRP).
Fonte: Nilius;Owsianik, 2011.

Canais TRP sao encontrados em muitos érgaos, principalmente no cérebro,
coracao, rins, testiculos, ovarios, pulmao, figado, baco, intestino, préstata, placenta,
Utero e tecidos vasculares. Sdo expressos em quase todos os tipos de células,
incluindo as células neuronais, tais como 0S neurdnios sensoriais aferentes
primarios (MINKE; COOK, 2002; NILIUS; OWSIANIK, 2011).

A estrutura primaria dos mondmeros dos canais TRP é constituida por seis
dominios transmembranicos com um dominio formador de poro entre o quinto (S5) e
0 sexto (S6) segmentos, além de regifes C e N-terminais direcionadas para a regiao
intracelular como visto na figura 2 (MINKE; COOK, 2002; CLAPHAM, 2003). A
superfamilia de canais TRP é dividida em dois grupos dependendo das sequéncias
e diferencas topoldgicas apresentadas por esses canais. Sua nomenclatura é

baseada na ordem de descoberta, substancias que ativam funcdes fisiologicas,
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genes, doencas relacionadas, ou caracteristicas estruturais (MINKE; COOK, 2002;
NILIUS;OWSIANIK, 2011).

Figura 2- Representacdo esquematica do canal TRP.
Fonte: Modificado de Firth; Remillard; Yuan, 2007

2.5 RECEPTOR DE PONTENCIAL TRANSIENTE VANILOIDE (TRPV1)

O receptor TRPV1 é um importante receptor-canal idnico pertencente a
familia dos TRP, sendo expresso nos terminais centrais e periféricos dos neurdnios
sensoriais. (LATORRE et al., 2007). Recebem esse nome devido ao fato de serem
ativados por compostos contendo o grupo vanilil, como por exemplo, a capsaicina
(8-metil-N-vanilil-6-nonenamida), substancia presente nas pimentas chili (LATORRE
et al., 2007; NILIUS;OWSIANIK, 2011) e RTX, substancia presente no latex do cacto
euphorbia resinifera, que possui em sua estrutura quimica o grupamento
homovanilil (SZALASSI; BLUMBERG, 1999). O TRPV1 foi o primeiro receptor
identificado com sensibilidade a temperatura, denominado termoreceptor

(CATERINA et al., 1997), é também considerado, um receptor-chave envolvido na
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transmissdo e modulacdo de sinais de dor e é um transdutor importante de
estimulos nocivos como: calor (sensiveis a temperatura 37 a 43 °C) ou pH abaixo de
6,5 e certos produtos exogenos. Este receptor € sensibilizado também por
mediadores inflamatorios responsaveis pela dor inflamatéria resultante de leséo de
tecido (FEIN, 2011; NILIUS;OWSIANIK, 2011; HAANPAA; TREEDE, 2012).

A inibicdo do canal de cations do TRPV1 parece ser uma abordagem logica
para producdo de analgesia, entretanto, a situacdo ndo € simples ja que o0s
receptores TRPV1 ndo s8o expressos somente nos nociceptores, como também em
uma variedade de outros tipos de células, incluindo: os queratindcitos, as células
pancredticas, as células endoteliais, os linfocitos, os macrofagos e as células de
diferentes regides do cérebro. Sua presenca, em todos esses tipos de células e em
diferentes partes do corpo, sugere que o TRPV1 é estimulado normalmente por um
ligante enddgeno (endovaniloide). E importante salientar, que existem evidéncias
que sugerem a ativacdo do TRPV1 por seu ligante enddgeno sendo essencial para a
manutencdo da temperatura corporal, sendo improvavel entdo que possam ser
desenvolvidos para utilizacdo sistémica, como agente especifico no tratamento da
dor (FEIN, 2011).

26 AGONISTAS DE DO RECEPTOR TRPV1: CAPSAICINA E
RESINIFERATOXINA

A capsaicina, um agonista altamente seletivo para TRPV1, com peso
molecular de 305,41g/mol, ingrediente pungente da pimenta chili, que ocasiona a
sensacao de queimacdo ou picante, foi isolada pela primeira vez no século XIX.
Cristovao Colombo descreve ter comido pimenta chili com nativos no Novo Mundo,
ha mais de quinhentos anos (FEIN, 2011; HAANPAA; TREEDE, 2012). Os efeitos da
capsaicina sdo entendidos, devido as suas acdes excitatorias e dessensibilizantes
em nociceptores polimodais. Estudos eletrofisiolégicos revelaram que a capsaicina
despolariza os neurdnios do DRG, sugerindo que o efeito excitatorio especifico
envolve um aumento da permeabilidade da membrana aos ions Na* e/ou Ca®*, pela

diminuicdo da resisténcia nos neurbnios a entrada desses ions (FEIN, 2011). A
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capsaisina induz o aumento da concentracdo intracelular de célcio, no qual, indica
ndo s6 a abertura do canal ndo-seletivo e a despolarizagdo, mas também o inicio da
dessensibilizacdo do receptor, consequentemente induz a resposta do limiar dor
reduzido (SZALLASI; BLUMBERG, 1999; NOLANO et al., 1999). Um desafio no
desenvolvimento de medicamentos com capsaicina foi utlizar sua agao para
dessensibilizagdo sem expor os pacientes a dor induzida por ativagdo do receptor
TRPV1 (HAANPAA; TREEDE, 2012).

Nicholas Jancs6, em 1968 demonstrou a atuacdo da capsaicina, pela inducao
inflamatodria dessa substancia nas patas, nos olhos de ratos e também na pele em
dois individuos com lesdes de nervos periféricos, apresentando peles normais ou
desnervadas. Foi utilizado anestésico local para observar a presenca ou ndo de
inibicdo da resposta inflamatéria induzida pela capsaicina. Assim, concluiram que a
inflamacdo ndo foi inibida pelo anestésico, mas que era prevenida pela
dessensibilizacdo (estado refratario duradouro, onde a pele tratada se torna
relativamente resistente a capsaicina, outros agentes quimicos e ao calor nocivo)
causada por esta substancia (JANCSO 1968). Em outro estudo anterior a capsaicina
gerou dessensibilizacdo, além de insensibilidade, dor e vasodilatagdo em ratos
(JANCS; JANCSO-GABOR, 1949).

Nos anos 1959 e 1960, Jancso et al administraram a capsaicina de maneira
tépica, provocando uma reacdo inflamatéria dolorosa, seguida por uma reacéo
aguda, demonstrando que a area da administracdo desenvolve um aumento do
limiar de percepg¢é@o a outros estimulos quimicos e tem a duracdo de varios dias
(JANCSO; JANCSO-GABOR, 1959; JANCSO, 1960). Anos depois, um estudo
demonstrou a administracdo de maneira sistémica (intraperitoneal), em animais
adultos, no qual ocorreu uma dessensibilizacdo generalizada a irritantes quimicos
cutdneos que permanece até 60 dias (SZOLCSANYI, 1975). Em 1977 Jancso et al
(1987) demostraram que uma Unica dose de capsaicina, 50 mg/kg, via subcutédnea
em animais neonatais, suprime permanentemente a inflamacéo cutanea induzida por
irritantes quimicos. Jancso et al. (1987) e Scadding (1980) demostraram que a
administracdo intradérmica de capsaicina leva a perda irreversivel dos receptores
TRPV1 devido a distribuicdo sistémica em roedores neonatos, e a dessensibilizacao
transitéria de TRPV1 no local da administracio em humanos adultos, podendo

relacionar a dor, a dessensibilizacdo e degeneracdo, com o uso de capsaicina a uma
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estimulacdo de um subgrupo especifico de fibras sensoriais, sensiveis a outros
irritantes e ao calor nocivo (SCADDING, 1980). Ainda McMahon (1991) demostrou
gue a aplicacao topica repetida de capsaicina na pata traseira de ratos ndo lesiona o
nervo isquiatico ou resulta na perda de neuronios do DRG.

Estudos destacam a capsaicina no tratamento eficaz de dor neuropatica
(VIDAL, 2004; KANAI et al., 2005; KISSIN et al., 2007). Seu mecanismo de acao é
baseado na estimulacéo seletiva das fibras do tipo C, ndo-mielinizadas, que causam
a liberacdo da substancia P e, eventualmente de outros neurotransmissores,
contribuindo para a sensibilizacdo central (CURY et al., 2011). A capsaicina causa
uma deplecéo de substancia P, alterando a transmisséo que resultaria a dor para os
sistemas centrais produzindo uma dessensibilizacdo (VIDAL, 2004). Ela
dessensibiliza sem expor aos pacientes a TRPV1 (dor induzida por ativacéo)
(HAANPAA; TREEDE, 2012). O uso de doses elevadas (peso 10 % em volume [w/V]
e peso por peso [w/w] formulagbes), dessensibiliza totalmente os neurdnios que
expressam receptores TRPV1 em humano dentro de poucos dias, ou até mesmo
sobre uma Unica aplicacdo (HAANPAA; TREEDE, 2012). A administracédo i.t. de
capsaicina quebra a conexdo de todas as fibras com a medula espinhal e provoca
perda de longa duracdo da sensibilidade ao calor e pode induzir a degeneragao
seletiva de uma série distinta de neurdnios sensoriais primarios envolvidos na
mediac&o da dor (HAANPAA; TREEDE, 2012).

Na pratica clinica a aplicacao topica de capsaicina 8% tem se mostrado eficaz
no tratamento da dor neuropéatica (FINNERUP; SINDRUP; JENSEN, 2010).
Haanpaa e Treede (2012) citam que a historia do estudo de capsaicina é de suma
importancia para a famacognosia, sendo uma alternativa para melhorar os
medicamentos tradicionais. Ainda assim, é necessario encontrar o alvo molecular
exato onde ela exercia suas a¢fes, uma das hipoteses é de que cada neurbnio
sensorial expressa um receptor especifico para esta substancia.

A RTX, um diterpeno com massa molecular de 628,71g/mol, presente no
latex seco da planta Euphorbia resinifera, um cacto comum encontrado na regido do
Marrocos possui mecanismo de acdo analogo a capsaicina, como a pungéncia,
inflamacg&o neurogénica e alteragdo da temperatura corporal (HERGENHAHN et al.,
1975; SZALLASI; BLUMBERG, 1989; SZALLASI; BLUMBERG, 1990). Porém, seu

efeito dessensibilizante € mil vezes mais potente que a capsaicina (SZALLASI,
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BLUMBERG, 1990). A RTX é o mais potente entre todos os agonistas do receptor
TRPV1 endbgenos e sintéticos, sendo altamente seletiva para os terminais nervosos
sensoriais que expressam receptores TRPV1, sem afetar a propriocepcéao e funcéo
motora (NEUBERT et al. 2003; KARAI, 2004; BROWN et al., 2015).

Estudos realizados em animais mostraram que a RTX atua de maneira
satisfatoria para os tratamentos de modelos de dor inflamatoria, dor incisional pés-
operatoria e dor do cancer 0sseo em diferentes vias de administracdo como:
sistémica, subcutanea, i.t., epidural, intraganglionar, perineural e diretamente nas
terminagdes nervosas (JEFFRY et al., 2009; NEUBERT et al. 2003; NEUBERT et al.
2008; KARAI, 2004; KISSIN, 2005; LEE et al., 2015; BROWN et al, 2015).
Representando uma abordagem viavel e versatil para o controle da dor além de néo
apresentar efeitos colaterais importantes ou tolerancia, como no caso dos receptores
opidides (IADAROLA; MANNES, 2011).

Estudos demonstram que a administragdo por via subcutanea de RTX (100-
300 mg/kg) pode produzir analgesia de longa duracdo (SZABO, 1999; OSSIPOV,
1999), a administracdo por via perineural, em doses menores, também atua no
controle de longa duracao da dor localizada sem grandes reacdes sistémicas. Porém
esta via ndo é considerada adequada para a dor severa em uma doenca especifica,
que possui caracteristicas geralmente difusas e nao locais (KARAI, 2004; KISSIN,
2005). A administracdo epidural, recentemente documentada, demonstrou efeitos
positivos para o tratamento do modelo de dor neuropética em ratos, apresentado um
aumento significativo no limiar nociceptivo (LEE et al., 2015).

Quando administrada pela via i.t., possui vantagens no direcionamento
seletivo e na exclusdo permanente dos receptores TRPV1 com efeito analgésico de
longa duracdo (JEFFRY et al, 2009; KARAI et al., 2004, BROWN, 2005). A
administracéo i.t. de RTX em ratos e macacos nao apenas inibe rapidamente a via
nociceptiva na transmissao sinaptica, mas também proporciona analgesia de longa
duracdo em modelos comportamentais, devido a destruicdo de receptores TRPV1
expressos nas terminacdes nervosas sensoriais centrais. (HAANPAA; TREEDE,
2012).
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3. JUSTIFICATIVA

A dor neuropatica periférica esta presente em milhdes de pessoas no mundo
(DWORKIN, R.H. et al., 2007) causando uma diminui¢cado drastica da sua qualidade
de vida, além de acarretar elevados custos a sociedade (FREYNHAGEN; BENNETT,
2009).

O tratamento da dor neuropatica continua sendo um grande desafio, pois o
alivio da dor é apenas parcial na maioria dos pacientes. Uma razdo para a falta de
melhoria clinica € a incapacidade de determinar os mecanismos da dor em
pacientes. Testes sensoriais quantitativos e investigacdes eletrofisioldgicas, como
estudos de conducdo nervosa ou potenciais, apesar de revelar informacdes sobre a
funcéo dos diferentes tipos de fibras nervosas sensoriais, ndo fornecem uma visao
sobre 0s processos celulares e moleculares responsaveis pela dor (COSTIGAN;
SCHOLZ; WOOLF 2010). Estas dificuldades impedem o desenvolvimento de
estratégias de tratamento para mecanismos especificos (COSTIGAN; SCHOLZ;
WOOLF 2010).

De fato, foi demonstrado que agonistas do receptor TRPV1 apresentam um
grande potencial antinociceptivo em diferentes modelos de nocicepgdo em animais,
tanto em dores inflamatdrias crénicas quando de origem neuropatica (JEFFRY et al,
2009; NEUBERT et al. 2003; KISSIN, 2005). Além disso, sua participacao também ja
foi demonstrada no processo de integracdo e transmissdo espinhal da dor
(CATERINA; JULIUS, 2001). Desse modo, a modulacdo farmacolégica do receptor
TRPV1 tem sido apontada como uma importante terapia para o controle de dores de
dificil tratamento, como as neuropatias (WONG; GAVVA, 2009). Ao mesmo tempo o
papel dos receptores TRPV1 no sistema de transducdo da dor ndo foi totalmente
compreendido, demostrando a necessidade de estudos que envolvam os receptores
TRPV1 (KANAI, et al. 2005, LEE, et al. 2015).

Com base nos estudos encontrados envolvendo a RTX no tratamento de
diversos modelos de dor, destacamos os estudos de KISSIN et al., 2007; PARK et
al., 2014; Lee, et al. 2015; que demonstraram o tratamento prévio de RTX e
elucidaram indagacdes futuras sdo necessarias para a ciéncia. Desta forma, este

estudo evidenciou o efeito e o possivel mecanismo de acdo decorrente da ativagcéo
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do receptor TRPV1 em camundongos através da administracdo i.t. de RTX no
tratamento prévio e tardio no modelo experimental de dor neuropética por CCI.
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4. OBJETIVOS

Abaixo serdo descritos 0s objetivos geral e especifico do presente estudo.

4.1 OBJETIVO GERAL

O presente trabalho teve como objetivo investigar o papel dos receptores
TRPV1 no controle da dor neuropéatica em animais submetidos a modelo de lesdo

neuropatica por constricao do nervo isquiatico (CCI) por administracado i.t. de RTX.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar o efeito da RTX no tratamento tardio e tratamento prévio de animais
submetidos a CCI.
e Avaliar a expressao dos receptores TRPV1 em animais submetidos a injecéo

i.t. de RTX para controle da dor neuropética, induzida pelo CCI.
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5. MATERIAIS E METODOS

A seguir serdo descritos 0s aspectos éticos de experimentacdao animal, suas
caracteristicas, os meéetodos de avaliagdo, as drogas e a via de administracdo
utilizada, o modelo experimental de dor neuropatica e o delineamento do estudo.

5.1 ANIMAIS

Foram utilizados camundongos machos Swiss (5-6 semanas; pesando 25 a
289), provenientes do Biotério Central do Campus da UNIFAL. Os animais foram
mantidos no biotério do Departamento de Fisiologia, sob condi¢bes de temperatura e
ciclo claro/escuro controlados, com livre acesso a racdo e agua até o dia do
experimento. Todos os experimentos seguiram as normas de ética estabelecidas
para experimentacdo com animais acordados, recomendadas pela IASP
(International Association for the Study of Pain) (ZIMMERMANN, 1983) e as normas
que regulamentam aspectos éticos da utilizacdo de animais de laboratério
elaborados pela Comisséo de Etica em Experimentacdo Animal da UNIFAL (Registro
de n® 571/201), vide anexo A.

5.2. AVALIACAO NOCICEPTIVA MECANICA

O limiar nociceptivo mecanico dos animais foi avaliado de acordo com o
método up-and-down (CHAPLAN et al., 1994), utilizando os filamentos de Von Frey
(North Coast Medical, Inc. Morgan Hill, CA). Os camundongos foram acondicionados
em caixas de acrilico com a face dianteira transparente sobre uma tela de arame,
proporcionando acesso a pata desses animais.

Apés a ambientacdo dos animais (15 min), os filamentos de Von Frey foram

aplicados perpendicularmente, sobre a regido plantar externa da pata traseira dos
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animais, por um periodo aproximado de 4 segundos ou até que o animal demonstre
comportamento nociceptivo, caracterizado por retirada da pata, seguida de lambida
da mesma e/ou “flinch”. A avaliacdo dos camundongos inicia-se com o filamento de
0,4 g. Nesse método, pelo menos 6 avaliagcbes, com intervalos de 10 segundos,
foram feitas, por animal. A auséncia de resposta do animal a um determinado
filamento levard a utilizacdo de outro filamento de maior massa, até que ocorra
resposta de retirada. Havendo retirada, um filamento de menor massa foi aplicado,

por isso denominado método de up and down.

Sanannsnl®

...--‘."".

Figura 3- Aparato para avaliagdo nociceptiva mecéanica por Von Frey filamentos.
Fonte: Do autor.
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Figura 4- Avaliacdo nociceptiva mecanica por Von Frey Filamentos.
Fonte: Do autor.

5.3 DROGAS E DILUENTES

Foi utilizado a RTX (Sigma - Aldrich, St. Louis, MO) 1 mg dissolvida em 0,1 ml
de etanol a 95 % e 0,9 ml de soro fisiolégico a uma concentragdo de 1 pg/pl e
armazenado a -20° C (LEE et al., 2012). A concentracdo de 2 ug em 5 pL (2 pl
solugcdo mée acrescida de 3 pL de salina) foi administrada por via i.t.. O grupo
controle recebeu o mesmo volume em solucdo salina denominada veiculo, por via
it..

5.4. VIA DE ADMINISTRACAO DA DROGA

A via de administracdo do RTX foi a i.t., conforme descrito por PAPIR-
KRICHELI et al., 1987. Os animais foram anestesiados com isoflurano inalatério 2%

(Cristélia- Itapira,SP) e tricotomizados na regido lombar. Posteriormente, o animal foi
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alocado sobre um dispositivo cilindrico em decubito ventral, com a coluna vertebral
hiperfletida, expondo os interespacgos lombares L4 e L5. Em seguida, uma agulha

hipodérmica n° 26 foi inserida no espaco subaracnoideo medular, perfurando a

Figura 5- Injecéoi.t..
Fonte: Do autor.

5.5. MODELO EXPERIMENTAL DE DOR NEUROPATICA

Utilizou-se o modelo experimental de injaria por constricdo crénica do nervo
isquiatico- CClI (MALBERG; BASBAUM, 1998).

ApoOs anestesia inalatoria (isoflurano 2%- Cristalia- Itapira,SP), a superficie
lateral da coxa traseira direita foi tricotomizada e realizou a antissepsia da pele dos
animais e em seguida a incisdo, o musculo femoral foi divulsionado, expondo as trés
ramificagcdes do nervo isquiatico. Esse modelo consiste em amarracdes de 1/3 a 1/2
da porgéo dorsal do nervo isquiatico com fio de sutura de 5,0. Apos, o musculo e a
pele foram suturados.

O grupo experimental controle foi composto por animais falsamente operados

(SHAM), ou seja, foi realizada a incisdo na pele, o divulsionamento do musculo
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femoral e exposicdo do nervo isquiatico de modo similar ao grupo CCI, porém sem
qualquer amarragédo desse nervo.
Os testes nociceptivos foram realizados antes e apds 72 horas da cirurgia e

nos proximos intervalos de 1, 3, 5, 7, 12, e 24 horas.

Nervo
1SquIatico

Ligaduras
ao redor do
nervo

Musculo Biceps femoral

Figura 6- Modelo experimental de injdria por constricdo cronica do nervo isquiatico (CCl).
Fonte: Modificado de Bennett; Xie, 1988.

5.6. WESTERN BLOTTING

Para avaliar a expressao de receptores TRPV1, inicialmente, os animais
foram anestesiados (isoflurano 2%, inalatério) nos tempos B1, B2, T1, T2, T3, T4,
T5. Foram entdo tricotomizados na regido dorso-lombar e foi feita uma inciséo
postero-mediana, seguida de abertura dos planos até a lamina Ossea e feita
laminectomia para visualizacdo dos ganglios. O DRG dos segmentos L5-L4-L6
foram dissecados e posteriormente homogeneizados e lisados em tampao contendo
50 mmol/l de Tris (pH 7,4), 250 mmol/l de cloreto de sédio (NaCl), 10 mmol/l de
etilenodiaminatetracetato de sédio (EDTA) (pH 8,0), 0,5% Nonideto P-40 (NP40)
(Sigma, EUA), fluoreto de fenilmetilsulfonila (PMSF) 1 mmol/l, 10 pg/l de leupeptina,
4 mmol/l de fluoreto de sodio (NaF). Os sobrenadantes foram centrifugados a 1000 g
durante 10 min a 4°C. A concentracdo de proteina foi determinada com um kit de
quantificacdo proteinas por método de Bradford (Pierce, EUA). As amostras de
proteina (20 pg / pogo) foram separadas através eletroforese em gel acrilamida
SDS-PAGE 10% e transferidas para membranas de nitrocelulose. As membranas

foram bloqueados por leite 5% durante 60 min a temperatura ambiente e incubadas
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com anticorpo primario anti-TRPV1 (1:500, Calbiochem, Oncogene, EUA, 35 kDa)
durante 48 horas, a 4°C, com tampao de bloqueio [PBS 5% (p/v) de leite desnatado
e 0,1% Tween 20]. Ap6s a lavagem, as membranas foram incubadas com anticorpo
secundario conjugado HRP anti-coelho (1:2000, Jackson, USA) e novamente
lavadas. As membranas foram entdo reveladas com kit de quimioluminescéncia
(ECL, Amershan Pharmacia Biotech, Little Chalfont, U.K.) como descrito no manual
do fabricante. A taxa de densidade 6ptica TRPV1/B-actina foi utilizada para o calculo

da expresséo génica de receptores TRPV1.

5.7. GRUPOS EXPERIMENTAIS

Tabela 1- Distribuicdes dos grupos experimentais do estudo.

GRUPOS EXPERIMENTAIS

e Pré-tratados com veiculo e falso operados
(Veiculo/SHAM, n=14).
e Pré-tratados com veiculo e neuropaticos
GRUPO
(Veiculo/CCI, n=14),
TRATAMENTO
. e Pré-tratados por RTX e falso operados
PREVIO
(RTX/SHAM, n=14)
e Pré-tratados por RTX e neuropaticos
(RTX/CCI, n=14).
e Falso operados e tratados por veiculo
(SHAM/Veiculo, n=14);
e Neuropaticos e tratados por veiculo
GRUPO ]
(CCl/Veiculo, n=14);
TRATAMENTO
e Falso operados e tratados por RTX
TARDIO
(SHAM/RTX, n=14).
e Neuropaticos e tratados por RTX
(CCI/RTX, n=14);

Fonte: Do autor.
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Para o grupo tratamento prévio, os animais foram submetidos a uma
administracdo Gnica por via i.t. de VEICULO/RTX 1 hora antes da cirurgia CCI/SHAM

e o limiar nociceptivo de retirada de pata, através dos filamentos de von Frey foram
realizados antes de CCI/SHAM, apos 72 hrs de CCI/SHAM (B2) e em seguida, 1, 3,
5, 7,12 e 24 horas apos B2 (Figura 1).

CCI/SHAM
Injecao
Intratecal
Ahr | 72hrs
Bl B2 T1 T3 T5 T7 T12 T24
\ 4
| ] ™
Basal 0 horas 1 horas 3 horas 5horas 7 horas 12 horas 24 horas
~ _
N

Von Frey e Coleta dos ganglios

Andlise dos
dados

Figura 7- Delineamento experimental do estudo para grupo tratamento prévio.

Fonte: Do autor.

No grupo tratamento tardio, os animais foram submetidos a administracédo

Unica por via i.t. de VEICULO/RTX ap6s o procedimento cirdrgico CCI/SHAM, o

limiar nociceptivo mecanico através dos filamentos de Von Frey foram realizados
antes da cirurgia CCI/SHAM (Bl), ap6s 72 horas de CCI/SHAM, antes da
administracao i.t. (B2) e em seguida, em 1, 3, 5, 7, 12, e 24 horas apés a injecao

para os animais dos grupos tratados (Figura 8).
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CCI/SHAM Injecao
Intratecal
72hrs
Bl B2 T1 T3 T5 T7 T12 T24
A4 P  Andlise dos
‘ ‘ ‘ ‘ dados
Basal 0 horas 1 horas 3 horas 5horas 7 horas 12 horas 24 horas
— _
N

Von Frey e Coleta dos ganglios

Figura 8- Delineamento experimental do estudo para grupo tratamento tardio.

Fonte: Do autor.

5.9. ANALISE ESTATISTICA

Resultados comportamentais foram expressos como média + erro padrdao da

média (E.P.M.) de 5-7 animais por grupo. A analise dos resultados foi feita pelo teste

de analise de variancia (ANOVA) e as comparacdes foram realizadas pelo teste de

post-hoc de Bonferroni, utilizando o Software Statistical Package for the Social
Sciences (SPSS) (IBM, Chicago, USA) versdo 15.0; O nivel de significancia foi de

P<0,05.
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6. RESULTADOS

O grafico 1 demonstra o liminar nocicepitivo (em gramas) avaliado pelo teste
de Von Frey filamentos, no grupo tratamento prévio, no qual, foi administrada por via
i.t. (i.t.) RTX (2 pg) ou solucado salina 1 hora antes do processo cirirgico do modelo
experimental CCl e modelo falso operado (SHAM). Nos tempos B1 (antes da CCI ou
SHAM), B2 apos 72 horas (CCl ou SHAM), T1 (1hr), T3 (3hr), T5 (5hr), T7 (7hr), T12
(12hr) e T24 (24hr) ap6s B2. No grupo CCI/VEICULO o limiar nociceptivo diminuiu a
partir de B2, quando comparado com B1, indicando hiperalgesia mecanica. No grupo
SHAM/RTX e SHAM/VEICULO os limiares de nocicepc¢do néo foram alterados. No
grupo CCI/RTX houve um aumento significativo no limiar nociceptivo a partir de B1,
demostrando efeito nociceptivo de RTX (i.t.) para o tratamento prévio no modelo

experimental de dor neuropatica.

CCl/VEICULO
CCI/RTX

SHAM/VEI CULO
SHAM/RTX

Limiar de Pressao (g)

Grafico 1- Efeitos do tratamento prévio com veiculo ou RTX (2 pg, i.t), agonista para o receptor
TRVP1, sobre o limiar nociceptivo avaliado pelo teste de Von Frey filamentos em animais
falso operados (SHAM) ou a constricdo crénica do nervo isquiatico (CCI). Os dados
representam a média + E.P.M. da medida do limiar nociceptivo (g) realizado antes da
CCI/SHAM (B1) e apos 72 horas (B2), 1 hora (T1), 3horas (T3), 5 horas (T5), 7 horas (T7),
12 horas (T12) e 24 horas (T24) ap6s B2. *p<0,05 em relacdo ao grupo RTX/CCI; em
relagdo aos outros grupos. As curvas foram diferentes em relacdo ao tempo F; = 18,38
p<0,01; em relagdo ao tempo X tratamento F,; 286=36,32, p<0,05; e entre os tratamentos
F1,4: 5693,4 p<0,01

Fonte: Do autor
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O gréfico 2 demonstra o liminar nocicepitivo (em gramas) avaliado pelo teste
de Von Frey filamentos no grupo tratamento tardio. Apds a cirurgia pelo modelo
experimental de injaria por constricdo cronica do nervo isquiatico (CCI) e modelo
falso operado (SHAM) foi administrado por via i.t., resiniferotoxina (RTX, 2 pg),
agonista para o receptor TRVP1 ou veiculo. Nos tempos Bl (antes da CCI ou
SHAM), B2 apos 72 horas (CCI ou SHAM), T1 (1hr), T3 (3hr), T5 (5hr), T7 (7hr), T12
(12hr) e T24 (24hr) apds a administracdo de RTX ou Veiculo. No grupo CCI/RTX a
dor neuropatica foi revertida apés 1 hora (T1) da administracdo do agonista do
receptor TRVP1, RTX persistindo até 24 horas (T24). No grupo CClI/Veiculo o limiar
nociceptivo diminuiu a partir de B2, quando comparado com B1, indicando
hiperalgesia mecanica. Nos grupos SHAM/Veiculo e SHAM/RTX os limiares de

nocicepgao nao foram alterados.

" = CCI/VEICULO
_» CCI/RTX

_ & SHAM/VEICULO
2 87 = SHAM/RTX
=
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Grafico 2- Efeitos do tratamento tardio com veiculo e RTX ( 2 ug, i.t.), um agonista para o receptor
TRVP1, sobre o limiar nociceptivo avaliado pelo teste de Von Frey filamentos em animais
submetidos a falsa cirurgia (SHAM) ou a constricao crénica do nervo isquiatico (CClI). Os
dados representam a média + E.P.M. da medida do limiar nociceptivo (g) realizado antes
da CCI/SHAM (B1) e apds 72 horas (B2), 1 hora (T1), 3horas (T3), 5 horas (T5), 7 horas
(T7), 12 horas (T12) e 24 horas (T24) apés a administracdo de RTX/Veiculo. *p<0,05 em
relacdo ao grupo SHAM/Veiculo; #p<0,05 em relagdo aos outros grupos. As curvas foram
diferentes em relacdo ao tempo F; 4= 4,21, p<0,01; em relacdo ao tempo x tratamento
F 16=0,12, p<0,05; e ndo foram diferentes entre os tratamentos F- 4,= 8,83, p<0,01.

Fonte: Do autor.
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A figura 9 representa a analise por Western Blotting da expressao do receptor
TRPV1 comparada com B actina encontradas nos GDR dos animais submetidos ao
modelo experimental de dor neuropatica, CCl e administracéo por via i.t. de RTX nos
tempos Bl(antes da CCI), B2 apés 72 horas (CCl ou SHAM), T1 (1hr), T5 (5hr), e
T24 (24hr). Pode-se observar que a expressao dos receptores TRPV1 diminuiu de
maneira significativa nos tempos T1, T5 e T24 para 0s grupos tratados com RTX
(tratamento tardio), quando comparados com 0 grupo veiculo e tratamento prévio.
Mostrando que houve a deplecéo dos receptores TRPV1 apos a administracéo i.t. de

RTX em animais submetidos a CCI.

e T
TRP?I VEICULO
B acting e o —
- e S—
TRP?I TRATAMENTO
B acting s e e |preyvio
) TRP?l TRATAMENTO
B acting wessss wesss B acting e cs—— o 0010
Bl B2 T1 T5 T24
2
8
E
i
i
I:;.l-B'IE.iTI:I'I"I‘I'E-'lz-'ll-Tlill‘I'W'I'E'I'ZAi'IlilT'l'I'ET24
VEICULO TRATAMENTDO  TRATAMENTO
PREVIO TARDIO

Figura9-  Deteccao por Western Blotting da expressao dos receptores TRPV1 comparada com B-
actina encontradas nos GDR dos tempos T1, T5 e T24 dos grupos Tratamento prévio e
tratamento tardio com RTX. *p<0,05 em relacdo ao grupo tratamento quando comparado
com 0s outros grupos e F=25.19

Fonte: Do autor.
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7. DISCUSSAO

Os resultados obtidos nesse trabalho demonstram que a administracao i.t. de
RTX, como tratamento prévio e tardio para o modelo de dor neuropatica induzida por
CCl, induz antinocicepcdo de maneira significativa neste modelo. Essa ideia é
suportada por dados experimentais que demonstram que a hiperalgesia cronica
induzida por lesdo nervosa libera varios mediadores inflamatdrios, que sensibilizam
os receptores TRPV1 de maneira constante (KISSIN; FREITAS; BRADLEY, 2007),
diferentemente do modelo de dor inflamatoéria, que possui picos de sensibilizacdo de
receptores de TRPV1 (JI, et al., 2002; LU, et al., 2008). Esta sensibilizacdo induz
aumento da expressdo do receptor TRPV1 nos terminais aferentes primarios, fato
gque demonstra que este receptor esta envolvido no processo de inducdo e
manutencdo da dor neuropatica (KANAI et al., 2005). Desta forma, utilizar um
antagonista do receptor TRPV1, como a capsazepina, seria um possivel tratamento
para a hiperalgesia inflamatéria e neuropética (CATERINA et al., 1997; KAWAO et
al. 2002; HONORE et al. 2005). No entanto o bloqueio destes receptores, pode
levar a alteracdes na temperatura corporal (CATERINA; JULIUS, 2001). Portanto,
usar um agonista para o tratamento da hiperalgesia neuropética induzida pelo
aumento da expressdo e do niumero de receptores parece uma proposta no sentido
de aumentar a sensacdo dolorosa (HAANPAA; TREEDE, 2012). Contudo, a
particularidade da poténcia da acédo da RTX (LEE et al., 2012; BROWN et al., 2015),
leva a uma despolarizacdo constante e inativacdo sustentada do receptor reduzindo
a hiperalgesia (SZALLASI; BLUMBERG, 1999; NOLANO et al.,, 1999). Um dos
principais achados deste trabalho que foi demonstrar, pela primeira vez neste
modelo, que a RTX causa o aumento do limiar nociceptivo de maneira persistente.

O modelo de dor neuropatica por CCIl foi adotado devido, somente, a
constricdo do nervo isquiatico sem que houvesse a perda da continuidade nervosa,
diferentemente dos outros modelos experimentais como o0 de ligadura do nervo
espinal (SNL), onde um ou mais nervos espinais sdo constringidos e cortados, e o
modelo de leséo limitada do nervo (SNI) no qual sdo cortados os ramos fibular e
tibial do nervo isquiatico (KRAYCHETE; GOZZANI; KRAYCHETE, 2008). A CCI
destaca-se por ser um modelo experimental de facil execu¢cdo e mimetiza os sinais

da dor neuropatica encontrados na clinica, como por exemplo, alodinia mecénica e
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ao frio, hiperalgesia mecanica, hiperalgesia térmica, mas ndo sdo verificadas
mudancas no limiar térmico ao calor (WOOLF; MANNION, 1999; AL-AMIN et al.,
2010; BOURQUIN et al., 2006).

A hiperalgesia neuropatica € classificada como o resultado de injarias que
acometem diretamente o sistema nervoso periférico, a medula espinhal ou sistema
nervoso central (SELTZER, et al., 1999). Essa injaria resulta, muitas vezes, em dor
persistente ou crénica com sintomas clinicos caracterizados por dor espontanea em
gueimacédo, alodinia e hiperalgesia. (PAYNE; NORFLEET, 1986). A nocicepcao
neuropatica sensibiliza os receptores TRPV1 (KANAI, 2005; KISSIN; FREITAS;
BRADLEY, 2007; LEE, et al., 2015), receptores que desempenham um importante
papel no desenvolvimento de alodinia e hiperalgesia apos a lesdo (JI et al., 2002;
KANAI et al.,, 2005; WILSON-GERWING et al.,, 2005). Kanai et al (2005)
demostraram, em estudo com ratos com hiperalgesia neuropética através do modelo
de CCI, que os niveis de expressdo de TRPV1 na medula espinal apés CClI,
quantificados através de analise de Western blotting, estavam significativamente
aumentados no lado ipsilateral da medula lombar em até 14 dias apds cirurgia CClI,
mas néo no lado contralateral, resultados que evidenciam o aumento da expressao
do TRPV1, no desenvolvimento e/ou manutencdo de alodinia mecanica no modelo
CCI. Corroborando com os resultados deste estudo que demostram que apos o
modelo de CCI, os camundongos apresentam uma hiperalgesia e alodinia mecéanica
avaliada pelos filamentos de Von Frey, assim como a expressdo aumentada dos
receptores de TRPV1, através de analise de Western blotting.

Em contraste com o presente estudo Zhang et al (2014) avaliaram o efeito
antinociceptivo da capsaicina administrada por via i.t. 3 dias apés o modelo de dor
neuropética (CCI) em ratos onde nenhum efeito significativo sobre o limiar de
resposta mecéanica foi observado, apenas a hipernocicepc¢do térmica, podendo ser
justificado pelo fato de que a RTX ser um analogo mais potente que a capsaicina
(SZALLASI; BLUMBERG, 1990).

Efeitos distintos sobre as respostas a estimulos mecéanicos e térmicos
também foi documentada com a administracdo i.t. de RTX no modelo de dor
inflamatoria aguda através a aplicacao de carragenina intraplantar em ratos, Jeffry et
al (2009) demonstraram que a RTX elevou de maneira significativa o limiar de

resposta térmica, mas nao o limiar de resposta mecéanica na pata inflamada,
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resultados indicam que o tratamento de RTX n&do altera a hipersensibilidade
mecanica devido a inflamacéo, isto € devido a ablagéo seletiva de TRPV1 expressos
nos terminais nervosos centrais no corno dorsal, que é suficiente para reduzir a
hipersensibilidade térmica inflamatéria sem afetar TRPV1 expressos nos neuronios
DRG ou dos seus terminais periféricos (JEFFRY et al, 2009).

Estudos indicam que a capsaicina e seu analogo mais potente a RTX
possuiam o mesmo mecanismo de acdo in vivo e in vitro, sendo que sua
administracdo sistémica em ratos causou hipotermia, inflamacdo neurogénica e dor,
resposta semelhante a do tratamento com capsaicina. As respostas foram
acompanhadas por perda de termorregulacdo, dessensibilizacdo, inflamagao
neurogénica e analgesia quimica e térmica. A RTX é cerca de 3-4 ordens de
grandeza mais potente do que a capsaicina em seus efeitos sobre a
termorregulagdo e inflamagdo neurogénica (SZALLASI; BLUMBERG, 1989;
CALIXTO et al., 2005). No entanto um estudo avaliou a atuagdo sistémica de
capsaicina, demonstrando as fibras aferentes sensiveis a esta substancia na pele,
cornea, articulacbes e uma série de Orgdos viscerais como has vias
cardiovasculares, respiratorias e gastrointestinais, podendo agir de maneira
pungente quando administrada por via oral (CATERINA; JULIUS, 2001). Efeitos
sisttmicos ndo sdo observados em administracdo topica. Vidal et al (2004)
concluiram em uma revisdo sistematica a eficacia da administracdo topica de
capsaicina a 0,075% para o tratamento da dor neuropética, sendo uma alternativa
terapéutica viavel. Distintamente, a RTX fornece uma acéo local de longa duracdo
sem maiores efeitos sistémicos (KISSIN; DAVISON; BRADLEY, 2005).

Evidentemente, h4 um longo caminho a ser percorrido e muitos estudos ainda
sdo necessarios para avaliar o potencial terapéutico de farmacos agonistas de
TRPV1, entretanto uma nova abordagem para o controle da dor surge a partir de
uma detalhada investigacdo sobre a capsaicina, RTX e outros vanildéides nas suas
acOes fisiologicas e sua ligacdo molecular ao receptor TRPV1 (IADAROLA;
MANNES, 2011). Dessa forma, estudos que administraram RTX por via i.t.
demonstram vantagens no direcionamento seletivo e exclusdo permanente dos
receptores TRPV1, com efeito analgésico de longa duracdo (LEE et al.,, 2012;

BROWN et al., 2015). Essas observagOes corroboram com a via de administragao
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adotada pelo presente estudo onde a expressao aumentada de TRPV1 ap6s a CCl,
foi impedida pelo tratamento de RTX i.t..

Do mesmo modo, Brown et al (2015) investigaram os efeitos eletrofisioldgicos
da administracdo i.t. de RTX, demonstrando que a droga leva a abertura seletiva
prolongada do potencial de canal i6nico do receptor TRPV1, localizado
principalmente nas fibras-C dos neurdnios nociceptivos aferentes primarios,
promovendo entdo a dessensibilizacdo deste receptor e consequentemente
analgesia e anestesia, que diminui o limiar nociceptivo dos animais submetidos a
CCIl. Estes pesquisadores também relataram uma sequéncia de trabalhos em
animais de laboratério, que exploraram o uso de RTX administrada de forma i.t. para
controlar a dor espontanea de cancer 6sseo em cédes. Foram realizados testes
comportamentais para estabelecer a laténcia de retirada da pata e posteriormente, a
anestesia geral foi induzida para a administragdo de RTX por via i.t., sendo os
parametros hemodinamicos monitorados. O teste de comportamento foi repetido
durante 12 dias apds a administracdo de RTX e os autores concluiram que a RTX i.t.
provoca efeitos hemodinamicos transitérios, e que produz uma resposta
antinociceptiva prolongada.

Durante a execucao do presente projeto, Lee et al (2015) demonstraram o
efeito analgésico de RTX no modelo experimental de dor neuropatica por SNI em
ratos. Foi avaliado o limiar nociceptivo de retirada de pata, através dos filamentos de
Von Frey e os animais foram tratados com RTX por via epidural, a uma
concentracéo de 1 ug/ul. Entre seus achados, foi observado aumento significativo no
limiar nociceptivo a partir do tratamento, demostrando efeito antinociceptivo RTX.
Resultados que apoiam a execucdo do presente estudo, entretanto os animais,
modelo de neuropatia, via de administracdo e modelo experimental se diferem. Da
mesma forma Brown et al. (2015) demonstrou que a administracdo de RTX , guiada
por tomografia computadorizada, no DRG, é capaz de diminuir a transmissao
nociceptiva em porcos e ap0s quatro semanas, foi verificado a diminuicdo da
expressdo de TRPV1 e reducdo da nocicep¢do. Também, ndo foram constatados
efeitos colaterais, como prejuizos nas fun¢des motoras.

A escolha do tratamento prévio de RTX, foi fundamentada em estudos que
demonstram a participacdo de antagonistas do receptor TRPV1 no controle da dor.

Desta forma, Meller et al. (1992) demonstrou o efeito preventivo sobre a hiperalgesia
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térmica, neonatos foram tratados com capsaicina e esta preveniu o desenvolvimento
de hiperalgesia térmica produzida por ligaduras constritivas em torno do nervo
isquiatico 18 semanas mais tarde, de maneira semelhante aos estudos de GAUS et
al. (2003), que administrou a capsaicina intraperitoneal antes da CCI impediu o
desenvolvimento de hiperalgesia térmica. Em analogia, Kissin et al. (2005) verificou
a inducdo de hipoalgesia térmica e mecéanica de curta duracdo apos aplicacdo de
RTX. Em seu trabalho a aplicacdo foi realizada via perineural como tratamento
prévio a dor incisional. Corroborando com os resultados encontrados no presente
estudo, na qual a RTX obteve efeito antinociceptivo no tratamento prévio avaliado
em um periodo de curta duracdo, sem que houvesse a alteracdo da expressdo dos
receptores TRPV1 no GDR.

A neurotoxicidade de RTX e sua margem de seguranca ndo sdo totalmente
claras e sua toxicidade inicial tem se tornado uma barreira para seu uso
generalizado (KISSIN, 2008). Nesse sentido, Lee et al (2012) observaram uma
melhoria transitoria de hipersensibilidade mecéanica e térmica em resposta a
administracao por via epidural (1 ug) de RTX em um modelo de dor neuropatica sem
que houvesse uma paralisia respiratéria ou sedacdo. No entanto, os autores
demonstraram que todos os ratos tratados com RTX apresentaram sinais de
toxicidade sistémica aguda (irritacdo e sonoléncia) e uma resposta de hiperalgesia
térmica. Kissin et al (2005) determinaram que a administracao de RTX via perineural
impedia a hiperalgesia em um modelo de dor incisional sem que houvesse alteracao
motora.

Até o presente momento ndo existem dados na literatura que demonstram a
administracdo de RTX em estudos clinicos. ladarola et al (2011) incentivaram a
busca por ensaios clinicos em humanos, dando inicio a investigacdo sobre o uso de
RTX para demonstrar sua eficacia e seguranca, indicando a possibilidade da
fabricacdo, estudo quimico livre de substancias volateis, formulacdo de uma forma
injetdvel de RTX, avaliacdo de estabilidade em diferentes condicbes de
armazenamento e elaboracéo/execucdo dessa droga, para sua utilizagéo clinica.

Embora a participagdo do receptor TRPV1 nos mecanismos nociceptivos
tenha sido amplamente demonstrada (BLUMBERG, 1989; JULIUS, 2001; NEUBERT
et al. 2003; KARAI, 2004; KISSIN; DAVISON; BRADLEY, 2005; CALIXTO et al.,
2005; BROWN, 2005; KISSIN, 2005; FREITAS; BRADLEY, 2007; KISSIN, 2008;
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JEFFRY et al, 2009; IADAROLA; MANNES, 2011; LEE et al., 2012; LEE et al., 2015
BROWN et al, 2015), o presente estudo amplia significativamente o entendimento da
funcdo desse receptor no modelo de dor neuropatica por CClI, além de evidenciar o
aumento do limiar nociceptivo através do tratamento prévio e tardio de RTX por via
it..
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8. CONCLUSAO

De acordo com os resultados apresentados, podemos concluir que 0s
receptores TRPV1 participam ativamente no controle da dor neuropatica induzida
por CCI.

A administracdo i.t. de RTX no tratamento prévio produziu um aumento
significativo do limiar nociceptivo, demostrando efeito antinociceptivo de curta
duracdo, ja que ndo houve alteracdo dos receptores TRPV1 no DRG. Entretanto, a
administracdo i.t. de RTX no tratamento tardio, apés CCI, produziu hipoalgesia

mecanica e diminuicdo da expressao dos receptores de TRPV1.
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