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A proposta deste estudo foi investigar os mecanismos envolvidos nas respostas
hipernociceptivas induzidas pela avulséo do plexo braquial em camundongos. A
avulsédo do plexo braquial (APB) em camundongos suicos, C57/BL6 e J192 resultou
no aumento persistente da sensibilidade mecéanica e térmica na para traseira direita
e cauda. Este modelo é caracterizado também pela auséncia de resposta na pata
cirurgiada, bem como de sinais de prostracdo, entretanto € capaz de causar um
déficit de coordenacdo motora numa fase mais tardia. A citocina TNFa, avaliada
através da utilizacdo de animais com delecao génica para o seu receptor p55 ou do
anticorpo anti-TNFa e a talidomida, demonstrou ter um papel fundamental na
instalacao das respostas hipernociceptivas mecéanica e térmica apés a APB. Os
fatores neurotroficos NGF, GDNF, BDNF e NT-3 também parecem patrticipar da
génese das alteragdes na sensibilidade mecanica dos animais, uma vez que seus
respectivos anticorpos foram capazes de retardar o aparecimento da
hipernocicepcédo. Entretanto, apenas o BDNF parece ter um papel importante na
manutenc¢ao do quadro hipernociceptivo induzido pela APB. Com base nos
resultados obtidos com animais com delecéo génica para os receptores B; ou By,
bem como com antagonistas seletivos para cada receptor (R-715 e o0 SSR240612;
HOE-140), podemos sugerir que o receptor B; participa da perpetuacao das
respostas hipernociceptivas, envolvendo principalmente estruturas supra-espinhais
numa fase mais tardia da patologia. Em contrapartida, o receptor B, ndo parece estar
significativamente envolvido na génese e na manutencdo da hipernocicepcao
mecanica e térmica induzidas pela APB. Estes dados contribuem para o melhor
entendimento dos mecanismos envolvidos na dor neuropética.
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neurotroéficos, cininas.




Depois de algum tempo vocé....

.. aprende a construir todas as suas estradas no hoje, porque o terreno do amanha é
incerto demais para 0s planos, e o futuro tem costume de cair em meio ao vao.

... Aprende que verdadeiras amizades continuam a crescer mesmo a longas
distancias.

E o0 que importa ndo é o que vocé tem na vida, mas quem vocé tem na vida.
E que bons amigos sdo a familia que nos permitiram escolher.

Aprende que ndo temos que mudar de amigos se compreendemos que 0S amigos
mudam, percebe que seu melhor amigo e vocé podem fazer qualquer coisa, ou nada, e
terem bons momentos juntos.

Descobre que as pessoas com quem vocé mais se importa na vida séo tomadas de
VOCé muito depressa - por isso, sempre devemos deixar as pessoas gue amamos com
palavras amorosas, pode ser a Ultima vez que as vejamos.

... Aprende que ha mais dos seus pais em vocé do que vocé supunha.

... Aprende que as circunstancias e os ambientes tém influéncia sobre nds, mas nés
SOMOS responsaveis por nos mesmos.

Comega a aprender que n&o se deve comparar com o0s outros, mas com o melhor que
pode ser.

Descobre que se leva muito tempo para se tornar a pessoa que quer Ser, e que 0
tempo é curto.

Aprende que ndo importa aonde ja chegou, mas onde esta indo, mas se vocé ndo
sabe para onde esta indo, qualquer lugar serve.

... Aprende que o tempo n&o é algo que possa voltar para tras. Portanto, plante seu
jardim e decore sua alma, ao invés de esperar que alguém Ihe traga flores.

E vocé aprende que realmente pode suportar... que realmente é forte, e que pode ir
muito mais longe depois de pensar que ndo se pode mais. E que realmente a vida
tem valor e que vocé tem valor diante da vida!

(William Shakespeare)
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RESUMO

A avulsdo do plexo braquial (APB) em camundongos (Swiss, C57/BL6 e J129) produziu
sensibilizacdo mecéanica e térmica, avaliadas na pata posterior direita e na cauda.
Estas sensacOes alteradas ndo foram observadas na pata operada. Estes animais
também nao apresentaram alteracbes no comportamento, caracterizadas como perda
de peso corporal e reducdo da atividade locomotora. Dados obtidos com animais com
delecdo génica para o receptor p55 do TNFa, anticorpos anti-TNFa ou a talidomida
demonstraram que o TNFa tem um papel fundamental no estabelecimento da
hipernocicep¢do mecénica e térmica. Além do mais, foi verificado, utilizando anticorpos
contra fatores neurotréficos, que o NGF, o GDNF, o BDNF e o NT-3 tém um papel
prévio no processo de hipernocicep¢cdo mecanica induzida pela APB, provavelmente na
sensibilizagdo de neurbnios sensoriais medulares. Por outro lado, apenas o BDNF
pareceu ter importancia para a manutencdo das respostas hipernociceptivas neste
modelo. O receptor B; para cininas, mas ndo o receptor B, para cininas, pareceu
desempenhar um papel significativo na génese das respostas hipernociceptivas,
confirmado através do uso de animais com delecdo génica para cada um dos
receptores (B; ou B;). Além disso, o receptor B; demonstrou ter uma importante
participacdo na manutencdo destas alteracdes sensoriais através da utilizagdo de
antagonistas seletivos para o receptor by ou receptor B,. NOs sugerimos neste estudo
gue os mediadores citados acima, e o0 receptor b; parecem iniciar a cascata de eventos
responsavel pelo estado hipernociceptivo neste modelo de dor neuropatica. Por outro
lado, o fator neurotréfico BDNF e o receptor B; para cininas parecem estar
fundamentalmente relacionados com a manutencdo da hipernocicep¢cdo mecanica

induzida pela APB em camundongos. Estes resultados em conjunto, para o melhor



entendimento dos mecanismos envolvidos na instalacdo e na manutencdo da dor

neuropatica.



ABSTRACT

Brachial plexus avulsion (BPA) in mice (Swiss, C57/BL6 and J129) produced long-
lasting mechanical and thermal sensitization, which were evaluated in the right hindpaw
and in the tail. These altered sensations were not observed in the operated paw. The
animals also did not show a sickness behaviour characterized by weight loss and
decrease of locomotor activity. Data obtained with knockout TNFa p557 mice, antibody
anti-TNFa or thalidomide demonstrated that TNFa has a fundamental role in the onset
of mechanical and thermal hypernociception. Furthermore, it was verified, by using
antibodies against neurotrophic factors, that NGF, GDNF, BDNF and NT-3 have a role
earlier in the process of mechanical hypernociception induced by BPA, probably in the
sensitization of spinal sensory neurones. On the other hand, only BDNF seemed to
have importance for the maintenance of hypernociceptive responses in this model. B;
kinin receptor, but not B, kinin receptor, appeared to play a significant role in the
genesis of hypernociceptive responses, confirmed by the use of knockout mice for each
receptor (B; or B,). Moreover, B; receptor has an important participation on the
maintenance of these sensory alterations using selective antagonists. We suggested
here that the mediators cited above, and the B; receptor seem to initiate a cascade of
events responsible for the hypernociceptive state in this neuropathic pain model. On the
other hand, the neurotrophic factor BDNF and B; kinin receptor seem to be
fundamentally related to the maintenance of mechanical hypernociception induced by
BPA in mice. These results together, collaborate for better understand the mechanisms

involved on the onset and on the maintenance of neuropathic pain.



1. INTRODUCAO
1.1. Dor

O sistema sensorial tem a fung¢do de informar o cérebro sobre o estado dos
ambientes externo e interno do corpo. A dor, enquanto modalidade de percepcéao,
constitui um sistema de alarme que tem o papel de proteger o organismo de uma lesdo
tecidual, através da ativacdo de mecanismos que envolvem vias reflexas espinhais e
supra-espinhais (DRAY, 1995; JULIUS e BASBAUM, 2001; LE BARS et al., 2001).

O Congresso de Dor da Associacdo Internacional para o Estudo da Dor
(ILA.S.P.) em 1973 foi considerado um marco para o estudo cientifico da dor. Richard
Black e John D. Loeser desenvolveram um esquema geral reunindo os principais
termos relacionados com nocicep¢ao, dor, sofrimento e comportamento doloroso,
publicado no primeiro volume da revista Pain em 1975 (LOESER e BLACK, 1975;
LOESER, 2000). Entretanto, ha mais de um século, Sherrington (1906) havia sugerido
a existéncia de nociceptores, representados por neurdnios sensoriais primarios, que
seriam ativados por estimulos periféricos capazes de gerar danos teciduais,
transformando os estimulos iniciais em impulsos nervosos. Desta forma, o calor, o frio,
a pressao, a distensdo, os traumas, os estimulos quimicos, dentre outros, podem,
direta ou indiretamente, ativar 0s nociceptores (BESSOU e PERL, 1969;
HANDWERKER e REEH, 1994).

A dor pode ser modulada por uma série de experiéncias comportamentais, pois
ndo envolve somente a transmissdo do estimulo nocivo, mas também fatores
emocionais, sociais, culturais, ambientais e cognitivos (MERSKEY, 1979; RUSSO e
BROSE, 1998; JULIUS e BASBAUM, 2001). Nem todo estimulo nocivo que ativa 0s
nociceptores resulta necessariamente em uma experiéncia dolorosa. A relagéo entre a

ativagao dos nociceptores e a percepgéo da dor envolve um complexo processamento



através das vias sensoriais e, a natureza altamente subjetiva da dor dificulta sua
compreensao e seu tratamento clinico (BASBAUM e JESSEL, 2000).

Sendo assim, se faz necessaria a distin¢gdo entre os termos dor e nocicepgao.
Nocicepcdo refere-se somente a percepcdo sensorial no sistema nervoso central
(SNC), evocada pela ativacao de receptores sensoriais especializados (nociceptores),
existentes no local estimulado (FURST, 1999). Entretanto, a dor envolve funcées
cerebrocorticais com ativacdo dos componentes discriminativo, afetivo-motivacional,
cognitivo e locomotor (RIEDEL e NEECK, 2001). Em 1979, Merskey definiu a dor como
sendo “uma experiéncia sensorial e emocional desagradavel associada a um dano
tecidual real ou potencial”. Esta definicao foi entdo adotada pela I.A.S.P. e permanece
até os dias atuais.

As terminacdes periféricas sensoriais livres sdo responsaveis por transmitir o
sinal nociceptivo da periferia para os neurénios secundérios do corno dorsal da medula.
Estes, por sua vez, remetem as informacdes para os centros integrados do SNC
através de vias ascendentes da medula espinhal (DRAY e PERKINS, 1997; GRUBB,
1998; BESSON, 1999; MILLAN, 1999; URBAN e GEBHART, 1999). Séo divididas em
trés categorias, sendo essa divisdo, feita segundo o papel exercido pelas fibras na
transducdo de informacdes sensoriais nas terminacfes aferentes primarias antes da
sua transmissado a medula espinhal (para revisao ver: MILLAN, 1999). Corpos celulares
de grande diametro sdo caracteristicos das fibras sensoriais primarias Aa e A,
mielinizadas e de conducéo rapida, responsaveis pela informacao proprioceptiva (toque
leve e pressdo) (TOREBJORK et al., 1992). Na segunda categoria encontram-se 0s
neurénios de corpos celulares de pequeno e meédio diametro, formados por fibras C
amielinizadas de conducéao lenta (aproximadamente 0,5-2 m/s). Finalmente, existem as

fiboras Ad mielinizadas de conducdo rapida, quando comparadas as fibras C



(aproximadamente 5-30 m/s). A maior parte dos nociceptores € representada por fibras
amielinizadas de pequeno e médio didmetro, incluindo os nociceptores polimodais, que
sdo ativados por uma variedade de estimulos mecanicos, quimicos e térmicos de alta
intensidade (MILLAN, 1999; RAJA et al., 1999; FUCHS et al., 2000; MAGERL et al.,
2001; STUCKY et al.,, 2001). Sob circunstancias normais, apenas as fibras C e Ad
transmitem informacdes nociceptivas. Porém, estudos utilizando animais transgénicos
em conjunto com abordagens fisioldgicas, farmacoldgicas e bioquimicas, tém
demonstrado a participacdo das trés categorias de fibras sensoriais nos processos de
dor persistente (BENSSON, 1999; URBAN e GEBHART, 1999).

A sensacao dolorosa € comumente acompanhada de alteracdes sensoriais
descritas na literatura como hiperalgesia (sensibilidade aumentada para um estimulo
doloroso), alodinia (percepcéo alterada para um determinado estimulo) e hiperestesia
(sensibilidade anormal dos neurdnios sensoriais) (BESSON, 1999; RAJA et al., 1999).
Todavia, estudos recentes relatam que, embora a distingdo entre hiperalgesia e
alodinia em humanos possa apresentar valor clinico, a base molecular desta diferenca
permanece obscura. Além disso, tem sido sugerida a utilizacdo do termo
hipernocicepcao, por ser mais apropriado quando se trata de resultados obtidos a partir
da avaliacdo da sensibilidade mecanica em modelos animais (PARADA et al., 2003;
SACHS et al., 2004; VERRI et al., 2004; CUNHA et al., 2005; QUINTAO et al., 2006;
SANTODOMINGO-GARZON et al., 2006).

Com relacdo a duracdo, a dor pode ser definida como transitéria, aguda ou
cronica. Tanto na dor transitoria como na dor aguda, a causa é bem definida e o curso
temporal de ambas é delimitado, podendo desaparecer antes mesmo da remocao da
causa ou reparo do dano tecidual. Entretanto, a dor cronica é geralmente causada por

lesbes ou doencas que superam a capacidade do organismo de reverter o quadro,



podendo persistir até mesmo apds o desaparecimento do trauma inicial, estendendo-se
por meses ou anos e comprometendo a qualidade de vida do individuo (ASHBURN e
STAATS, 1999; LOESER e MELZACK, 1999; LOESER, 2003; SK@TT, 2003). Podem-
se destacar ainda alteracGes adaptativas, como neuroplasticidade, em diferentes niveis
do sistema nervoso, tais como sensibilizacdo, perda do controle inibitério da dor,
reorganizacdo do circuito neuronal do corno dorsal e alteracbes na facilitacdo e na
inibicdo descendente da dor. Tendo em vista que estes eventos sao dependentes da
intensidade e duracdo do estimulo doloroso, quanto mais persistente, mais dificil se
torna o tratamento do quadro patolégico (BESSON, 1999; WOOLF e SALTER, 2000).
Tanto a dor aguda quanto a dor cronica estdo freqientemente associadas a
processos inflamatdrios, como resultado da lesdo tecidual, reatividade imune anormal
ou leséo nervosa (STEIN et al., 2003). Na dor cronica, em particular, muitas alteracées
ocorrem em associacdo com 0s eventos basicos da nocicepcdo, que modificam a
relacdo entre o estimulo e a resposta nociceptiva, afetando a modulacdo do estado
doloroso resultante. Aléem disso, alteracbes centrais crénicas na neuroquimica da
sinalizacao da dor produzem hipersensibilidade, aumentando a frequéncia e a duracao
dos impulsos aferentes. Ademais, mudancas estruturais secundarias a lesdo nervosa
periférica incluem a perda de interneurdnios espinhais, rearranjos ndo apropriados de
processos neurais aferentes na medula espinhal e a proliferacdo de fibras simpaticas
no ganglio sensorial. Essas mudancas nao sao uniformes e dependem do tipo de leséo
tecidual, do envolvimento de tipos especificos de fibras e da participacdo do sistema
imune (DRAY et al., 1994; PERKINS e TRACEY, 2000; WATKINS e MAIER, 2002;
DOGRUL et al., 2003). Outro aspecto que dificulta o desenvolvimento de terapias

racionais e efetivas para o tratamento de processos dolorosos cronicos é a falta de



conhecimento do quanto os mecanismos envolvidos diferem daqueles implicados na

dor aguda (ALEY et al., 2000).

1.2. Dor neuropatica

Segundo o Comité de Taxonomia da IASP, a dor neuropética é definida como
“disturbio da funcdo ou alteracdes patoldgicas de células nervosas”. Teoricamente, as
neuropatias poderiam ser facilmente distinguidas das demais condi¢cdes patoldgicas,
porém na pratica, sdo dificeis de diagnosticar ou tratar (para revisao ver: JENSEN e
BARON, 2003).

A dor neuropética geralmente faz parte do quadro de processos dolorosos
cronicos e engloba um conjunto de condi¢cdes extremamente heterogéneas, nas quais
nao pode ser definida uma Unica etiologia, nem mesmo quando ha ocorréncia de uma
lesdo anatomica particular (SINDRUP e JENSEN, 1999). As neuropatias que causam
dor em humanos podem resultar de lesdo nervosa (mono ou polineuropatia), uso
cronico de determinadas drogas (vincristina, cisplatina e taxol) ou ainda estarem
associadas a algumas doencas (cancer, herpes, AIDS) ou transtornos metabdlicos
(diabetes) (BARON, 2000). Estima-se que 1 % da populacdo mundial sofra de dor
neuropatica (NICHOLSON, 2000).

Estas sindromes compreendem combinacdo complexa de sintomas negativos ou
déficits sensoriais, como perda completa ou parcial da sensibilidade e sintomas
positivos que incluem disestesia, parestesia e dor. A atividade espontanea das fibras C
nociceptivas parece ser responsavel pela sensacdo permanente de dor em queimacéao
e, também, pela sensibilizacdo dos neurdnios do corno dorsal da medula. Da mesma
maneira, a atividade espontanea de fibras A mielinizadas de grande diametro (que

normalmente identifica estimulos inGcuos) esta relacionada a parestesia independente



de estimulo e, apos sensibilizagdo do SNC, a disestesia e a dor (para revisdo ver:
WOOLF e MANNION, 1999).

Tanto mecanismos periféricos quanto centrais podem gerar e modular a dor
neuropatica (Figura 1). Os mecanismos periféricos que ocorrem ap6s uma lesdo de
nervo periférico tém sido extensivamente estudados, porém ainda existem muitos
pontos a serem esclarecidos. No momento em que o0 nervo periférico € lesionado,
alguns componentes da resposta inflamatéria sdo liberados (TRACEY e WALKER,
1995), provavelmente associados a remog¢éo dos axdnios ou células de Schwann que
sofreram degeneracdo, devido a falta de suprimento energético oriundo do corpo
celular (localizado em um géanglio da raiz dorsal). Sdo também liberados, a partir da
fibra nervosa lesionada e de células como neutroéfilos e macréfagos que migram para o
sitio da lesdo, muitos mediadores quimicos, incluindo a serotonina, substancia P (SP),
histamina, bradicinina (BK), fator de ativacdo plaquetéria (PAF), além de produtos das
vias da ciclooxigenase e da lipoxigenase, capazes de sensibilizar as fibras sensoriais
periféricas, resultando no aumento da responsividade a estimulos mecéanicos e
térmicos no sitio da lesdo (WOOLF e CHONG, 1993; SIDDALL e COUSINS, 1997;
BENNETT, 1999; para reviséo ver: STACEY, 2005).

Contudo, a porcao proximal a lesdo sobrevive formando um neuroma, que, por
sua vez, produz descargas ectdpicas que chegam ao SNC e sdo interpretadas como
originadas do membro lesionado (MACFARLANE et al., 1997). As descargas ectopicas
periféricas provocam reorganizacao e alteracfes nas fibras sensoriais que chegam ao
corno dorsal da medula espinhal e, como consequéncia, a dor passa progressivamente
a ser controlada por vias do SNC, resultando na sua amplificacdo e na persisténcia do
quadro hipernociceptivo (IGNATOWSKI et al., 1999; SCHWARTZMAN et al., 2001).

Ocorre uma queda do controle inibitorio da dor, causado pela diminuicdo dos



receptores para opidides e acido y-aminobutirico (GABA) e por perda de interneurdnios
inibitérios decorrentes da excitotoxicidade (WOOLF e MANNION, 1999). Dessa
maneira, 0s estimulos excitatérios periféricos podem tornar-se exagerados e 0s
neurbnios do corno dorsal da medula espinhal podem despolarizar-se
espontaneamente. Além disso, as fibras AR (de baixo limiar), que normalmente
transmitem estimulos mecéanicos indcuos, reorganizam-se anatomicamente e passam a
estabelecer sinapse com neurdnios nociceptivos de segunda ordem na lamina Il da
medula espinhal, participando da transmissdo da dor (MACFARLANE et al., 1997,
WOOLF e MANNION, 1999). A lesdo axonal também causa transporte retrégrado de
proteinas ao nucleo, causando hiperexcitabilidade do soma (na raiz do ganglio dorsal)
e degeneracgdo trans-sinaptica (YAMAMOTO e YAKSH, 1993; WATKINS et al., 1995).
Com a queda da atividade dos mecanismos inibitérios fisiolégicos de controle da dor, a
estimulacédo das fibras C causa liberacdo de glutamato, SP e CGRP, que, por sua vez,
sensibilizam os neurdnios secundéarios do corno dorsal da medula espinhal. A
sensibilizacdo central também estd implicada com o fenébmeno de hiperalgesia

secundéria, isto €, hiperalgesia em sitios vizinhos a lesdo (WOOLF e MANNION, 1999).



Figura 1. Vias envolvidas na dor neuropatica periférica e sitios potenciais de intervencgao
farmacolégica. Ap6s a lesdo de um nervo periférico, uma cascata de eventos causa o
aumento na expressao de canais i6nicos nos neurdnios nociceptivos do DRG. Ocorre
brotamento de ax6nios simpéaticos que se entrelagam ao redor dos corpos celulares do DRG.
No sitio da les@o nervosa periférica, canais de sodio brotam ao longo do axdénio resultando em
descargas neurais ectopicas. As projecdes dos neurbnios nociceptivos do DRG aos
interneurdnios espinhais aumentam a excitabilidade através da liberagcdo de substancia P,
CGRP e glutamato. O neurénio de segunda ordem, o qual é normalmente ativado pela acdo do
glutamato sobre os receptores do tipo AMPA (triangulo laranja), é induzido a disparar de forma
espontanea (sensibilizacdo central) através da ativacdo do receptor NMDA (triangulo verde). A
ativacao do neurdnio de segunda ordem induz o aumento do célcio intracelular e ativagdo de
proteinas quinases que fosforilam proteinas intracelulares tais, como receptores NMDA. Ocorre
uma perda do processo de inibicdo dos neurdnios de segunda ordem devido a reducdo da
acao do 4cido y-aminobutirico (GABA) através da reducao da expressao dos receptores GABAa
(oval rosa). O brotamento de terminais centrais de neurbnios nao-nociceptivos no DRG
(neurdbnios AP) expressam substéncias nociceptivas no corno dorsal da medula, contribuindo
para o surgimento da hiperalgesia e alodinia mecanica. Adaptado de MENDELL e SAHENK
(2003).

Na pratica clinica, tem sido extensivamente descrito que a dor neuropatica é de
dificil tratamento, pois a maior parte das terapias classicas para o tratamento da dor
ndo costumam funcionar neste tipo de patologia (ZIMMERMANN, 2001; ERICHSEN e

BLACKBURN-MUNRO, 2002; ALEY e LEVINE, 2002; BAUMGARTNER et al., 2002;



BOLAY e MOSKOWITZ, 2002; HARDEN e COHEN, 2003). A variedade de opcbes
terapéuticas para o tratamento da dor neuropatica tem aumentado nos ultimos anos
(GALER, 1995), embora a maioria dos tratamentos disponiveis ndo produza resultados
satisfatorios. Dentre os tratamentos farmacoldgicos disponiveis na clinica incluem-se
as drogas antidepressivas, anticonvulsivantes, anestésicos locais, analgésicos opidides
e ndo opidides, drogas antiinflamatorias e antiarritmicos (GALER, 1995; ATTAL, 2000;
SAH et al., 2003; GUSTAFSSON et al., 2003; KVARNSTROM et al., 2003).

Os inibidores da ciclooxigenase (COX) fazem parte da lista de medicamentos de
escolha da Organizacdo Mundial de Saude (OMS) para o tratamento da dor crénica.
Existem evidéncias de que os antiinflamatoérios ndo esteroidais (AINES) exercem alguns
dos seus efeitos analgésicos atraves de suas agBes na medula espinhal e que as
drogas previnem o efeito de toleradncia decorrente do uso de opidides (MALMBERG e
YAKSH, 1992). Entretanto, a literatura ainda € inconsistente no que diz respeito a
eficacia do tratamento da dor neuropética em longo prazo. E importante levar em conta
os efeitos adversos decorrentes da utilizacdo prolongada dos AINEs, podendo
acarretar disfuncdes renais e gastrointestinais (NAMAKA et al., 2004).

Tem sido demonstrado que 0s antagonistas de receptores glutamatérgicos do
tipo NMDA, tais como a quetamina e o dextrometorfano, inibem tanto a producéo como
a manutencdo do estado de hipersensibilidade dolorosa em diversos modelos preé-
clinicos de dor cronica, apresentando eficacia clinica. Contudo, a utilizagdo destas
drogas por humanos produz efeitos colaterais importantes que limitam a seu emprego
clinico, tais como sedacdao, disforia e alucinacdo (SANG, 2000; MARTIN e EISENACH,
2001).

Os antidepressivos triciclicos tém sido utilizados no tratamento de pacientes com

neuropatia diabética desde 1970. Seus efeitos analgésicos parecem ser independentes



dos efeitos antidepressivos, pois em doses muito menores do que quando utilizados
para o tratamento da depresséao, eles sdo efetivos em reduzir os sintomas algicos na
maioria dos pacientes com dor crénica (MCQUAY e MOORE, 1997; STACEY, 2005).
Os mecanismos pelos quais estas drogas exercem esses efeitos ndo sao bem
conhecidos, mas sua utilizacdo é limitada em virtude de sua acao lenta (de dias a
semanas), dos seus efeitos anticolinérgicos (boca seca, visado turva, confusdo mental,
sedacdo e retencdo urinaria), e da toxicidade cardiaca potencial (MARTIN e
EISENACH, 2001; GALLUZZI, 2005).

O tratamento tépico da dor neuropética inclui o adesivo de lidocaina 5%, o gel de
guetamina e a capsaicina. Esses tratamentos funcionam localmente, diretamente no
sitio de aplicacao, com efeitos sistémicos minimos (STACEY, 2005). Porém, no inicio
do tratamento, a capsaicina pode causar uma sensacao de queimacao no local da
aplicacdo, que parece ser reduzida nas aplicagoes seguintes (YOSIPOVITCH et al.,
1999). Outra questdo importante € que, para a aplicagdo topica destes agentes, a pele
deve estar intacta, sem a presenca de ulceracdes ou irritacdes cutaneas (STACEY,
2005).

Outras drogas, como antiepilépticos e anticonvulsivantes (carbamazepina e
fenitoina), sdo comumente administradas a pacientes com dor crdnica, porém
apresentam alto indice de efeitos colaterais, também observados no tratamento
combinado com antidepressivos (sonoléncia, tonturas, sintomas gastrointestinais,
edema periférico, ataxia e fadiga muscular). Porém, uma nova droga anticonvulsivante,
a gabapentina, vem sendo amplamente utilizada no tratamento da dor cronica
(GORDON e LOVE, 2004). A clara eficacia deste agente em pacientes com dor
crbnica, assim como a sua tolerabilidade (BACKONJA e GLANZMAN, 2003) motivou 0s

varios estudos pré-clinicos para a elucidacdo do mecanismo de acdo da gabapentina.



Atualmente, propfe-se que a gabapentina interage com a subunidade a2 de canais de
Ca’* dependentes de voltagem, sem agir em receptores GABA ou em canais de Na*
(HANESCH et al., 2003).

Além do alivio limitado da dor neuropéatica obtido com estas drogas, o tratamento
se torna ainda mais dificil em funcdo da janela terapéutica ser normalmente estreita e,
principalmente, dos efeitos colaterais dificeis de serem tolerados pelos pacientes.
Estima-se que 70 % dos pacientes que sofrem de dor crénica apresentam melhora do
guadro com monoterapia tradicional. Outros 15 % a 20 % respondem satisfatoriamente
a terapias combinadas. Isto significa que 10 % a 15 % dos pacientes sao refratarios a
todas as formas de farmacoterapias disponiveis na clinica (ILSE, 2002).

Diante deste contexto, a relacdo entre a etiologia, 0s mecanismos e 0s sintomas
da dor crbnica é bastante complexa. A dor que se manifesta em diversas doencas pode
apresentar mecanismos comuns. Por outro lado, um mesmo mecanismo pode ser
responsavel por muitos sintomas diferentes. Além disso, 0 mesmo sintoma em dois
pacientes pode envolver mecanismos diferentes. Finalmente, mais de um mecanismo
pode estar ativado em um Unico paciente e, ademais, estes mecanismos podem
alterar-se no decorrer do processo. Portanto, em pacientes com dor neuropéatica, €
impossivel ainda definir com precisdo os mecanismos responsaveis pela dor, apenas
com base na etiologia ou na distribuicdo e natureza dos sintomas. Assim, sem a
identificacdo e o conhecimento dos mecanismos celulares e moleculares, uma boa
estratégia de tratamento para pacientes com esse tipo de dor ndo pode ser adotada
(WOOLF e MANNION, 1999, ATTAL, 2000).

Como normalmente muitas destas drogas tém efeitos muito mais paliativos do
gue curativos, existe na atualidade, uma grande necessidade de identificar novas

terapias que possam ser Uteis no tratamento da dor neuropéatica. O emprego de



técnicas modernas de farmacologia, bioquimica, toxicologia e de biologia molecular
propiciou um interesse crescente por parte das grandes industrias farmacéuticas
mundiais na identificacdo de novos alvos terapéuticos, bem como na busca sisteméatica
por novos medicamentos para o tratamento da dor (LOESER, 2000; CALIXTO et al.,
2000, 2001; SOMERVILLE, 2000).

Nos ultimos 30 anos varios modelos animais foram desenvolvidos para o estudo
dos mecanismos basicos envolvidos na dor neuropédtica. Os modelos animais
disponiveis mimetizam com certa variabilidade alguns dos principais sintomas
observados clinicamente apdés a lesdo nervosa (para revisdo ver: HANSSON e
DICKENSON, 2005). Estes modelos, apesar de suas limitacfes, tém contribuido de
forma importante para o entendimento de alguns dos mecanismos implicados na
producdo e na manutencdo da dor neuropatica, além de serem Uuteis para o
desenvolvimento de novas estratégias farmacolégicas (MCMAHON e PRIESTLEY,
1995; SELTZER, 1995; PITCHER et al., 1999; ZIMMERMANN, 2001; SMITH et al.,
2002; WANG e WANG, 2003).

Diversos modelos animais de dor neuropatica tém sido propostos na tentativa de
elucidar os mecanismos responsaveis pela instalacdo e manutencdo do quadro
neuropatico (Figura 1). A transeccdo completa ou axotomia do nervo ciético foi o
primeiro modelo animal proposto (WALL et al.,, 1979), que apesar de fornecer
informacgdes importantes, possui algumas limitacfes quanto a coleta de dados na pata
desnervada. Como grande parte dos pacientes com dor neuropatica apresenta apenas
les@o parcial do nervo ciatico, Bennett e Xie (1988) padronizaram o modelo de leséo
por constricdo cronica, onde um fio de sutura € amarrado ao redor no nervo ciético.
Outro modelo bastante utilizado atualmente é a constricdo parcial do nervo ciatico,

proposto por Seltzer et al. (1990). Este modelo parece determinar o surgimento de



alteracbes semelhantes aquelas observadas na clinica. Mais recentemente, foram
desenvolvidos os modelos de constricdo dos nervos espinhais e lesdo preservada do
nervo. No modelo de constrigdo dos nervos espinhais, proposto por Kim e Chung
(1992), apenas as raizes L5 e L6 encontram-se comprometidas. J& no modelo de leséo
preservada do nervo, apenas 0S nervos peroneal e tibial sdo amarrados, mantendo
intacto o nervo sural (DECOSTERD e WOOLF, 2000). Os modelos acima citados foram
originalmente desenvolvidos em ratos. Porém, atualmente, ja existem adaptacfes
destes modelos para camundongos, tais como constricdo parcial ou completa do nervo
ciatico, transeccdo de nervos espinhais e constricdo espinhal lombar (MALMBERG e

BASBAUM, 1998; BESSON, 1999; SOMMER te al., 1999; 2001a; FAIRBANKS et al.,
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Figura 2. Representacdo esquematica de diferentes lesGes nervosas. Adaptado de UEDA
e INOUE (2001).

Embora muitos destes modelos sejam de grande valor para a andlise

experimental dos mecanismos patolégicos no proprio nervo, devido a complexidade



associada a dor neuropatica, poucos deles parecem reproduzir desordens nociceptivas
semelhantes aquelas observadas nas neuropatias periféricas em humanos (BESSON,
1999). Por essa razéo, o desenvolvimento de novos modelos que permitam avaliar as

alterac6es nociceptivas associadas com as lesdes nervosas ainda € necessario.

1.2.1. Avulsdo do plexo braquial

A les@o do plexo braquial em individuos adultos normalmente é caracterizada
por uma lesdo fechada (sem exposicdo) e, €, em grande parte, resultante de tracéo
consideravel do ombro. Este tipo de lesdo tem-se tornado um problema clinico comum,
ao contrario da lesdo nervosa braquial obstétrica, onde os cuidados durante o parto
vém reduzindo o numero de casos (RANKINE, 2004). Acidentes de motocicleta
constituem a causa mais comum de lesdo do plexo braquial, seguido de acidentes
automobilisticos e atropelamentos (GARCIA-MARCH et al.,, 1987; MOSSY e
NASHOLD, 1988; WAIKAKUL et al.,, 2000). Ha predominio de pacientes do sexo
masculino e com idade inferior a 35 anos, o que € justificado pelo fato de esses
individuos participarem de atividades mais frequientemente associadas com acidentes

graves (WYNN PARRY, 1970; WAIKAKUL et al., 2000).

Avancos recentes nas técnicas cirurgicas tém criado expectativa de melhora nos
pacientes com este tipo de lesdo. As opcdes cirdrgicas incluem enxerto de nervo,
transplante e, mais recentemente, de implantacdo de raiz na medula espinhal
(CARLSTEDT et al.,, 2000). Entretanto, a escolha da realizacdo de procedimentos
cirargicos depende do nivel da leséo e da rapidez para o diagnéstico correto.

O plexo braquial € formado, como demonstrado na Figura 3, pelos ramos
anteriores dos nervos espinhais das 4 ultimas vértebras cervicais (C5 — C8) e da

primeira toracica, T1. Os nervos espinhais derivam das raizes dorsais e ventrais que



surgem da medula espinhal. As raizes dorsais carreiam as fibras sensoriais que se
originam em ganglios da raiz dorsal e as raizes ventrais contém as fibras com fungées
motoras. Os ramos espinhais déo origem a 3 troncos (tronco superior, meédio e inferior)
gue se ramificam e entrecruzam formando os fasciculos lateral, posterior e medial.
Estes fasciculos, por sua vez, dao origem aos nervos que irdo inervar as areas laterais,
posteriores e mediais do ombro, braco, antebragco e méo. Com isto, 0s nervos
originados do plexo braquial sdo plurissegmentares, ou seja, contém fibras originadas

em mais de um segmento medular (MACHADO, 2000).
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Figura 3. Representacdo esquemética da formacdo anatbmica do plexo braquial.
Adaptado de MACHADO (2000).

A leséo por avulsédo do plexo braquial (APB), como mencionado anteriormente,
€ um evento comum em humanos, podendo levar a importantes alteracdes patologicas

responsaveis pela inducéo e estabelecimento de dor neuropéatica (CARVALHO et al.,



1997). Segundo Wynn Parry (1980), a dor por deaferentacdo € uma das mais
significantes razdes de incapacidade. Ele observou que 98 dos 108 pacientes que
apresentavam APB, referiam dor significante durante o periodo pds-traumatico (WYNN
PARRY, 1980). A lesédo do plexo braquial é causada pela avulsdo da raiz medular, que
produz dor caracteristica constante, intermitente e freqientemente intratavel (BERMAN
et al., 1998; ANAND e BIRCH, 2002). A dor geralmente acomete a proje¢cao do ombro e
regido supra-escapular com irradiacao para o membro superior ipsilateral, dependendo
da intensidade e da regido do plexo lesado. Além de ser causada por trauma fisico, a
lesdo do plexo braquial pode ser idiopatica, de carater familiar, induzida por certas
posicdes do membro superior, além de compressfes, procedimentos anestésicos ou

pos-radioterapia.

Os sintomas incluem distarbios da sensibilidade superficial como parestesias e
déficits motores associados as alteracdes dos reflexos miotaticos. A exaustao fisica,
bem como situagbes de ansiedade e depresséo, costumam agravar o desconforto. Na
casuistica de Wynn Parry, o inicio da dor ocorre imediatamente apGs o traumatismo em
60 % dos pacientes e nos demais, nas primeiras 12 semanas. Além disso, a presenca
de zonas de gatilho distantes da &rea deaferentada, no hemicorpo ipsi ou contralateral,
também foi descrita (WYNN PARRY, 1984). A dor induzida pela APB é conhecida por
ser aguda, violenta, e intermitente, sem tratamento eficaz (ANAND e BIRCH, 2002).
Este tipo de lesdo pode desencadear uma plasticidade exacerbada do SNC que esta

associada com esta sensibilidade dolorosa alterada (CARVALHO et al., 1997).

O tratamento dos pacientes com APB utilizando as terapias disponiveis é
freqlentemente insatisfatorio (WYNN PARRY, 1970). O emprego de técnicas de
reabilitacdo fisica, interacdes psicossociais, terapia ocupacional, psicoterapia e o0

retorno precoce as atividades habituais sdo importantes e, aparentemente, melhoram o



rendimento funcional e o ajuste psicossocial podendo reduzir a freqiéncia de dor
cronica. Porém a dor, quando presente, € comumente refrataria as drogas analgésicas

disponiveis no mercado.

A APB foi descrita recentemente em ratos como um novo modelo de dor
neuropatica persistente (RODRIGUES-FILHO et al., 2003). As principais caracteristicas
da dor decorrente da APB sdo rapido estabelecimento (1° dia poés-lesdo) e o
desenvolvimento de dor neuropética persistente (meses ou anos), evidenciada em
locais distantes da lesdo (WYNN PARRY, 1984; RODRIGUES-FILHO et al., 2003). As
causas destas alteracdes ainda nao foram elucidadas e ndo se sabe ao certo quais

mecanismos estdo envolvidos na dor neuropética induzida pela APB.

1.2.2. Mecanismos envolvidos na dor neuropética

Como mencionado anteriormente, no momento da lesdo nervosa, alguns
componentes da resposta inflamatéria sdo liberados (TRACEY e WALKER, 1995),
provavelmente como resultado da remocéo dos axénios ou das células de Schwann
destruidas. Estas células, por sua vez, podem causar a liberacdo de mediadores que
sensibilizam as fibras sensoriais (TRACEY e WALKER, 1995; BENNETT, 1999). Sabe-
se que esta sensibilizacdo sensorial pode induzir ainda a liberagdo de citocinas pro-
inflamatoérias por células imunes ativadas. H4 uma infiltracdo macica e rapida de
macréfagos que liberam citocinas proé-inflamatérias no sitio da lesdo, bem como as
células de Schwann e a micréglia (WATKINS et al., 1995).

Dados demonstram que na primeira semana apos a lesdo de nervo periférico, o
processo de reorganizacdo dentro dos neurdnios sensoriais lesionados produz um
aumento pronunciado no transporte axonal retrogrado de pequenas proteinas, tais

como citocinas e fatores neurotréficos (SHUBAYEV e MYERS, 2001; CAHILL et al.,



2003). Por outro lado, os fatores neurotroficos sdo capazes de modular a expresséo de
outras proteinas, tais como os receptores B; e B, para cininas (LEE et al., 2002).

Diante destes fatos, e devido a caréncia de conhecimento a respeito dos
mecanismos envolvidos nas altera¢des hipernociceptivas observadas apos a APB, este
estudo visou investigar se as mesmas contam com o envolvimento da citocina TNF-a,
dos fatores neurotroficos e dos receptores B; e B, para cininas apés a APB em

camundongos.

1.2.2.1. TNFa e dor neuropética

Evidéncias experimentais recentes revelaram que citocinas proé-inflamatérias
estdo envolvidas nas alteracdes induzidas pela lesdo de nervo periférico, sendo que as
mesmas parecem contribuir de maneira significativa para o desenvolvimento da dor
neuropatica (SOMMER, 2001; STOLL et al., 2002). O fator de necrose tumoral-a (TNF-
o) € uma importante citocina produzida por muitos tipos celulares, incluindo
macréfagos, mondcitos, linfécitos, queratindcitos e fibroblastos, em resposta a
inflamacéo, a infeccdo, a lesdo tecidual e a outras alteracdes ambientais. Esta citocina
foi identificada em meados de 1970 por Lloyd Old e colaboradores (CARSWELL et al.,
1975) como um fator soroldgico induzido por endotoxina que era capaz de causar a
necrose de certos tumores murinos in vivo. O TNFa derivado de produtos bacterianos
foi primeiramente isolado em 1984 e, ao longo das ultimas décadas, varios estudos tém
identificado uma superfamilia de ligantes e receptores para TNFa (PAUL et al., 2006).

O TNFa é uma proteina homotrimérica, inicialmente identificada como uma
proteina secretada de 17 kDa. Mais tarde, foi demonstrado que o TNFa pode existir
como proteina de membrana com peso molecular de 27 kDa na sua forma néo-clivada

(PEREZ et al., 1990). O TNF-a exerce seus efeitos através de dois receptores distintos,



denominados “p55” (TNFR1) e “p75” (TNFR2) (VANDENABEELE et al., 1995). A
exposicdo das células ao TNF-a pode resultar na ativacdo de uma cascata de
caspases resultando em apoptose celular, através da ativacdo do receptor “p75”. Por
outro lado, quando se liga ao receptor “p55”, o TNF-a causa ativacéo de dois fatores de
transcricdo nuclear, o AP-1 e o NF-kB, que por sua vez, induzem a sintese de varias
proteinas envolvidas nas respostas inflamatérias e nociceptivas agudas e crbnicas
(BARNES e KARIN, 1997). O TNF-a é um fator fundamental na regulacdo do balanco
entre a ativacdo de vias de sinalizacdo pro- e anti-apoptética no controle da
proliferac@o celular e na resposta inflamatéria. De modo interessante, a supresséo da
apoptose geralmente resulta em resposta inflamatoria (BAUD e KARIN, 2001). O TNF-
o € descrito como o maior modulador das primeiras alteracdes degenerativas durante a
lesédo de nervo periférico (SHAMASH et al., 2002). Ademais, estudos indicam que o
TNFa é capaz de induzir lesdo axonal, recrutamento de macréfagos, e atividade
ectopica em nervos periféricos (PERKINS e TRACEY, 2000; SCHAFERS et al., 2003;
GEORGE et al.,, 2005). Tem sido sugerido que o receptor “p55” (TNFR1) esta
implicado no surgimento de hipernocicep¢do mecéanica e térmica ap0s a constricdo do
nervo ciatico (SOMMER et al., 1998a). Terapias utilizando anticorpo anti-TNF-a séo
capazes de reduzir a hipernocicepcdo induzida por diferentes modelos de
mononeuropatia, tais como constricdo cronica do nervo ciatico e transeccao parcial do
nervo ciatico (LINDENLAUB et al., 2000; SCHAFERS et al., 2001, SOMMER et al.,

2001a).

1.2.2.2. Fatores neurotroéficos e dor neuropatica
A palavra “tréfico” é derivada do grego trophikos, que significa nutricdo. A

palavra “neurotréfico” quer dizer “nutricAo neuronal”. Atualmente, a palavra



“neurotréfico” é aplicada ao grupo de substancias (normalmente proteinas) que
promovem a sobrevivéncia neuronal (APFEL, 1999). Os fatores neurotréficos fazem
parte de uma pequena familia de proteinas diméricas que afetam todos os aspectos
biologicos neuronais, incluindo tanto a sobrevivéncia quanto o crescimento dos
neurénios motores e sensoriais (para revisdo ver. POO, 2001). Além do mais, os
fatores neurotréficos podem também regular e direcionar o crescimento de dendritos e
axobnios, a estruturacao sinaptica, a liberacdo de neurotransmissores, a inducao de LTP
(potencializagédo de longo prazo) e, o mais importante, possibilitar a plasticidade
sinaptica (MCALLISTER et al., 1995; POO, 2001). Durante algumas décadas, muitos
fatores neurotroficos foram descobertos e caracterizados, incluindo o NGF (fator-de-
crescimento-neuronal), seguido pelo NT-3 (neurotrofina-3), GDNF (fator-neurotréfico-
derivado-de-células-da-glia) e BDNF (fator-neurotréfico-derivado-do-cérebro), entre
outros (SAH et al.,, 2003). As acdes dos fatores neurotréficos NGF, NT-3 e BDNF
dependem de dois tipos de receptores transmembranares, os receptores Trk’s ou o
receptor p75"'". Os receptores Trk's s&o receptores tirosina-quinase com dominios
intracelulares conservados que ativam vias de sinalizacado bem estabelecidas (KAPLAN
e MILLER, 2000). O fator neurotréfico GDNF também atua através de um receptor do
tipo tirosina-quinase, o receptor Ret, que forma um complexo com um receptor da
familia do GDNF ligado ao glicosilfosfoinositol-a (GFRa) (ROSENTHAL, 1997). Estes
fatores, em conjunto com 0s receptores com 0s quais interagem, tém sido apontados
como uma classe de alvos potenciais para o desenvolvimento de novas drogas para o
controle da dor neuropatica (THOENEN e SENDTNER, 2002; SAH et al., 2003).

O primeiro fator neurotrofico a ser descoberto foi o NGF no inicio dos anos 50.
Estudos subsequentes identificaram este fator como sendo uma proteina formada de 2

cadeias peptidicas idénticas ligadas, cada uma contendo 118 aminoacidos, que integra



um grande complexo protéico chamado 7S NGF (COHEN, 1960). Durante o
desenvolvimento, o NGF ¢é sintetizado e liberado pelos tecidos alvo, ligando-se
subseqientemente a seus receptores nos terminais nervosos, resultando na
sobrevivéncia e diferenciagdo neuronal. Os receptores para o0 NGF incluem o TrkA,
também chamado de NTrkA, e o receptor p75""~ de menor afinidade (JOHNSON et al.,

1986). Entretanto, através da formacéo de heterodimeros, o TrkA e o p75"'}

podem
aumentar a afinidade da ligacdo ao NGF.

Alguns anos apos a descoberta do NGF, a atividade neurotréfica foi observada
em meio de condicionamento glial, a qual n&o foi inibida pelo anticorpo contra o NGF.
Esta substancia foi purificada de cérebros de porco e chamada de BDNF (fator
neurotréfico-derivado-do-cérebro) (BARDE et al.,, 1982). A andlise estrutural
demonstrou que h& aproximadamente 50 % de homologia entre 0 BDNF e o NGF,
sugerindo que ambos fazem parte da mesma familia genética (LEIBROCK et al., 1989).
O BDNF é sintetizado por uma sub-populacdo de neurdnios sensoriais primarios e é
transportado anterogradamente aos terminais centrais na medula espinhal. Entre as
neurotrofinas, o BDNF é o mais abundante em distribuicdo no SNC. Em neurdnios
sensoriais primarios, o mRNA para o BDNF e a proteina estdo presentes em uma sub-
populacdo de células do DRG. O BDNF é encontrado basicamente em neurénios de
pequeno e médio diametro, predominantemente aqueles que contém neuropeptideos,
tais como SP e CGRP. O aumento na sintese de BDNF parece ser devido aos efeitos
do NGF (PEZET et al., 2002).

O BDNF exerce seus efeitos através da ativacdo do receptor TrkB ou do
receptor p75"'}, formando homodimeros ou heterodimeros. Na realidade, a afinidade

do BDNF pelo receptor TrkB é baixa, entretanto, quando forma heterodimero com o

receptor p75" '~ esta afinidade aumenta (CHAO, 2003).



A neurotrofina NT-3 exerce um papel essencial na sobrevivéncia neuronal
sensorial e simpatica durante o periodo de desenvolvimento (SNIDER, 1994). De
maneira semelhante a outras neurotrofinas, a NT-3 € expressa em tecidos nao-
neuronais periféricos, tais como a vasos e diferentes 6rgdos que recebem inervacéo
simpética. A neurotrofina NT-3 é capaz de ativar os receptores TrkA e TrkB, em adicao
ao seu receptor preferencial TrkC e o receptor p75"" (FRANCIS et al., 1999;
KURUVILLA et al., 2004).

Outra familia de fatores neurotréficos que tem sido implicada na dor neuropatica
€ 0 GDNF. O GDNF foi descoberto como um potente fator neurotréfico para neurdnios
dopaminérgicos do mesencéfalo por Li e colaboradores (1993). Suas ac¢bes sao
desempenhadas através da ativacdo de um complexo de receptores Ret-GFRa, como
citado anteriormente (SAH et al., 2003). Encontra-se expresso em muitas areas do
SNC durante o desenvolvimento e na fase adulta. Além de atuar sobre neurdnios
dopaminérgicos, o GDNF afeta outros neurdnios ou glia da substancia negra (LIN,
1996) e neurbnios motores (HENDERSON et al., 1994). O GDNF também é expresso
em diferentes 6rgdos, como rins (SUVANTO et al.,, 1996) e trato gastrointestinal

(HELLMICH et al., 1996).

1.2.2.3. Cininas e dor neuropatica

As cininas constituem uma importante familia de peptideos biologicamente
ativos envolvidos em diversos efeitos bioldgicos incluindo a homeostasia
cardiovascular, inflamacao e nocicepc¢ao (para revisédo ver: CALIXTO et al., 2000; 2001;
2004; CAMPOS et al., 2006; LEEB-LUNDBERG et al., 2005; MOREAU et al., 2005).

Estes peptideos estdo entre os primeiros mediadores a serem liberados nos tecidos



lesionados, sendo originados a partir da clivagem dos cininogénios (de alto e baixo
peso molecular) pela calicreina plasmatica, a qual é ativada precocemente na cascata
de coagulagdo ou, pela calicreina tecidual, que por sua vez € ativada por proteases
liberadas no sitio da lesdo (REGOLI e BARABE, 1980; VAVREK e STEWART, 1985;
MURRAY et al., 1990; REGOLI et al., 1990; BEAUBIEN et al., 1991; BHOOLA et al.,
1992; REGOLI et al., 1994, para revisao ver: HALL e MORTON, 1997).

Os estudos do sistema cininérgico, em conjunto com a descoberta da calicreina,
tiveram inicio em 1909 com Abelous e Bardier. Entretanto, foi em 1949 que Rocha e
Silva e colaboradores descreveram os efeitos hipotensores e contracturante de uma
substancia liberada do plasma frente a exposicdo ao veneno Bothrops jararaca ou a
tripsina. Por produzir uma resposta contratil lenta em relagdo a histamina e a
acetilcolina, quando avaliada em preparacbes de ileo isolado de cobaia, esta
substancia foi denominada de bradicinina (do grego: bradys para lento; kinesia para
movimento). A bradicinina foi purificada em 1956 (Andrade e Rocha e Silva, 1956) e
sintetizada em 1964 por Boissonnas e colaboradores. Juntamente com o advento da
bradicinina sintética surgiram novos trabalhos objetivando caracterizar as acodes
biolégicas das cininas.

A cascata de formacdo das cininas compreende mecanismos ja bem
caracterizados. A acdo da calicreina plasmética sobre o cininogénio de alto peso
molecular, resulta na formacdo do nonapeptideo bradicinina (BK). Por outro lado, a
calicreina tecidual atuando sobre os cininogénios de baixo peso molecular, origina o
decapeptideo, calidina (lisil-BK). A calidina pode ser convertida em BK através da
clivagem da porcdo N-terminal por aminopeptidases plasmaticas (GUIMARAES et al.,

1973).



As cininas desempenham seus efeitos através da ativacao de dois receptores de
membrana especificos, denominados B; e B,. A classificagdo dos dois subtipos de
receptores teve origem em estudos farmacol6gicos conduzidos no final da década de
70, que determinaram a ordem de poténcia dos agonistas cininérgicos em preparacdes
de 6rgéos isolados (REGOLI e BARABE, 1980). Assim, os receptores do tipo B; sdo
ativados preferencialmente pela des-Arg®-BK e pela Lys-des-Arg®-BK, enquanto que os
receptores B, sdo praticamente insensiveis a estes metabolitos. Por outro lado, os
receptores B, apresentam alta afinidade pela BK e pela Lys-BK, ao passo que 0s
peptideos produzidos pela agédo da cininase | sdo praticamente inativos neste receptor
(para revisédo ver: MOREAU et al., 2005).

Os receptores para cininas apresentam uma estrutura com 7 dominios
transmembranares, geralmente acoplados a proteina Gag/ll (PRADO et al., 2002;
BLAUKAT, 2003). Apesar do numero de aminoacidos ser semelhante (o receptor B,
humano possui 359 aa enquanto o receptor B; possui 353 aa), a homologia entre os
dois receptores € baixa, de aproximadamente 36% (MENKE et al., 1994). A principal
diferenca entre os receptores B; e B, esta relacionada com o padrdo de expressao
destas duas moléculas. Tem sido demonstrado que grande parte das acdes fisiologicas
das cininas € mediada pela ativacdo dos receptores B, enquanto que os receptores B;
sdo responsaveis por amplificar e perpetuar a sinalizacéo, iniciada pela estimulacao
dos receptores B,. As respostas mediadas pela ativacdo de ambos os receptores sao
gualitativamente similares e geralmente envolvem a ativacdo dos mesmos tipos
celulares (MARCEAU et al., 1998; CALIXTO et al., 2000; 2001; 2004; CAMPOS et al.,
2006; LEEB-LUNDBERG et al., 2005). Desta forma, os receptores B, sdo expressos de
forma constitutiva em tipos celulares (DENDORFER et al., 1999), enquanto que 0s

receptores B; normalmente ndo estdo presentes em condicdes normais, mas sua



expressdo pode ser aumentada apOs traumas teciduais ou durante alteragcbes
patologicas (MARCEAU et al., 1998; AHLUWALIA e PERRETTI, 1999; CALIXTO et al.,
2000). Outro aspecto interessante é que apds a ativacdo, os receptores B, sdo auto-
fosforilados e internalizados. Em contrapartida, os receptores B; ndo séo associados
com processos de auto-fosforilacdo, internalizacdo ou dessensibilizacdo apés a
estimulacdo com agonista (SABOURIN et al., 2002).

A produgdo das cininas € critica para o inicio da dor e exacerbagdo da
sinalizacdo sensorial responsével pelos processos de hiperalgesia e alodinia. Além do
mais, as cininas séo responsaveis por muitos sinais da inflamacéo, incluindo o aumento
no fluxo sanguineo e edema tecidual, bem como a liberagdo de muitos mediadores tais
como prostandides e citocinas (LEVINE et al., 1993; CRUWYS et al., 1994; DRAY e
PERKINS, 1997; PESQUERO et al.,, 2000; COUTURE et al., 2001; MOREAU et al.,
2005). A bradicinina é conhecida como um dos mais potentes agentes algogénicos
(ARMSTRONG, 1970; LEVINE et al., 1993; DRAY e PERKINS, 1997) e alguns estudos
tém demonstrado o importante papel das cininas e seus receptores na inducao da dor

neuropatica.



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Adaptar o modelo de APB a camundongos, bem como analisar, através da

utilizacdo de antagonistas seletivos, de anticorpos, técnicas de biologia molecular e

utilizacdo de animais com delecdo génica, alguns dos mecanismos envolvidos na

génese e na manutencao das respostas hipernociceptivas caracteristicas do modelo.

2.1. Objetivos especificos

Os objetivos especificos do presente estudo foram:

Avaliar o limiar mecanico das patas dianteiras e da pata traseira direita, bem
como o avaliar o limiar térmico da pata direita traseira e da cauda de
camundongos Swiss submetidos a APB;

Verificar a atividade locomotora, desempenho motor e ganho de peso dos
camundongos Swiss submetidos a APB;

Investigar o envolvimento da citocina TNFa nas respostas hipernociceptivas
induzidas pela APB em camundongos através da utilizacdo de animais com
delecdo génica para o receptor p55 do TNFa, bem como da utilizacdo de
anticorpo anti-TNFa ou da talidomida;

Analisar o papel dos fatores neurotroficos na génese e na manutencdo da
hipernocicepcdo mecéanica induzida pela APB através da utilizacdo de anticorpos
anti-NGF, anti-NT-3, anti-GDNF ou anti-BDNF;

Investigar o envolvimento dos receptores B; e B, para cininas nas respostas
hipernociceptivas induzidas pela APB através da utilizacdo de camundongos

com delecdo génica para 0s receptores cininérgicos, ou da utilizacdo de



antagonistas seletivos para cada um dos receptores, bem como investigar
alteracbes quanto a expressdo do receptor B; e B, para cininas na medula
espinhal e diferentes estruturas do cérebro (hipotalamo, talamo, hipocampo e
cortex) através da técnica de Western Blot e da técnica de transcricdo reversa

seguida da reacao em cadeia da polimerase (RT-PCR).



3. MATERIAL E METODOS

3.1. Animais

Foram utilizados camundongos fémeos Swiss (pesando entre 20 e 28 g), criados no
Biotério Central da Universidade Federal de Santa Catarina. Em alguns experimentos
foram utilizados camundongos fémeos com delecdo génica para 0 receptor p55 do
TNFa (TNFa p557), obtidos da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), e
camundongos com delecdo génica para os receptores B; e B, para cininas (B:R” e
B,R", respectivamente), obtidos da Universidade Federal de S&o Paulo (UNIFESP). Os
animais selvagens de linhagens semelhantes aos animais com delecdo génica foram
utilizados como controle (para o receptor B; linhagem J129, para o receptor B

linhagem C57/BL6 e para o receptor p55 do TNFa linhagem C57/BL6).

Os animais foram mantidos em ambiente com temperatura e umidade
controladas (22 + 1°C, 60 a 80% de umidade), em ciclo 12 h claro/12 h escuro, com
agua e racao fornecidos ad libitum. Os animais permaneceram no laboratério durante
um periodo de adaptacdo de pelo menos 1 h antes da realizacdo dos testes
farmacoldgicos, realizados geralmente entre 8 e 17 h, a temperatura de 22 + 1 °C.

Os experimentos descritos foram conduzidos de acordo com as diretrizes atuais
de cuidados com os animais de laboratério e com as diretrizes éticas para
investigacoes de dor experimental em animais conscientes (ZIMMERMANN, 1983). O
Comité de Etica da Universidade Federal de Santa Catarina aprovou todos os
procedimentos experimentais (nimero de protocolo 262/CEUA e 23080.035334/2003-
16/UFSC). O numero de animais e a intensidade do estimulo nocivo utilizado foram os

minimos necessarios para demonstrar os efeitos dos tratamentos com as drogas.



3.2. Procedimento cirurgico para a avulsao do plexo braquial

A metodologia utilizada para a realizagdo da APB foi similar aquela descrita para
ratos (RODRIGUES-FILHO et al., 2003) e adaptada para camundongos (QUINTAO et
al., 2006). Primeiramente, os animais foram anestesiados com hidrato de cloral 7% (8
ml/kg; i.p.). O plexo braquial direito foi abordado através de uma incisdo longitudinal
paralela a clavicula, transcorrendo do esterno a regido axilar (1 cm aproximadamente,
Figura 4 A). Os vasos subclavios foram localizados e o tronco inferior foi dissecado
(Figura 4 B — D). Um grupo de animais teve o tronco inferior pingado e avulsionado por
tracdo utilizando duas pingas cirurgicas (Figura 4 E e F). No grupo falso-operado, o
plexo braquial foi exposto e dissecado sem sofrer qualquer leséo. Por fim a pele do

animal foi suturada utilizando fio de sutura de seda 4,0 (Ethicon, Edinburgh).

Figura 4 — llustracdo demonstrando os procedimentos cirargicos da APB. (A) Regido da
incisdo, (B e C) anatomia do plexo braquial, (D) separacdo de nervos e vasos, (E) preenséo do
tronco inferior, (F) avulsdo do tronco inferior. Tronco inferior do plexo braquial (setas pretas);
vasos subclavios (setas brancas).



3.3. Analise do limiar mecanico através do filamento de von Frey

Para avaliar a hipernocicepcdo mecanica, os animais foram colocados
individualmente em compartimentos de acrilico transparente individuais (9 X 7 X 11 cm)
localizados em uma plataforma de arame elevada para permitir o acesso a superficie
ventral das patas traseiras. Os animais foram aclimatizados por pelo menos 30 min
antes dos testes comportamentais. A frequéncia de resposta de retirada foi obtida
através de 10 aplicacdes (duracdo de 1 s cada) do filamento de von Frey 0,6 g (VFH,
Stoelting, Chicago, USA). Os estimulos foram realizados na superficie plantar da pata
traseira direita do animal. O filamento 0,6 g, por produzir em média 15 % de frequéncia
de retirada da pata, foi utilizado durante todo o trabalho por ser considerado um valor
adequado para a avaliagédo da hipernocicepcado mecéanica (BORTOLANZA et al., 2002;
QUINTAO et al., 2005). Para a avaliacdo do limiar mecanico das patas dianteiras do
animal, foi realizada nova padronizacao dos filamentos para se obter respostas basais
similares as obtidas nas patas traseiras com o filamento 0,6 g. Objetivando determinar
o limiar mecéanico basal (B), todos os grupos de animais foram submetidos a avaliacao

pré-cirirgica e novamente re-avaliados em diferentes tempos apos a APB.

3.4. Analise do limiar térmico através do teste de retirada da cauda (Tail-Flick)
Uma fonte radiante de calor (Albarsch, Tail-Flick Analgesia Meter) foi utilizada
para avaliar a laténcia de retirada da cauda, de acordo com a metodologia descrita por
D’AMOUR e SMITH (1941). Todos os animais foram avaliados para determinar o limiar
térmico basal (B) e submetidos a cirurgia, como descrito acima. A hipernocicepcao
térmica foi avaliada 4 dias apds a avulsdo. Vinte segundos foram adotados como

tempo maximo de reacdo para evitar possiveis danos teciduais.



3.5. Analise do limiar térmico através do teste de retirada da pata (Hargreaves)

A técnica utilizada foi descrita por HARGREAVES et al. (1988), sendo que a
intensidade do feixe luminoso foi adequada para ndo causar a retirada da pata dos
animais controle num intervalo minimo de tempo de 15 segundos. Os animais foram
colocados em uma camara de acrilico com fundo e lados transparentes (Plantar Test,
Ugo Basile, modelo 7371), onde permaneceram durante 30 minutos antes do teste.
Decorrido o tempo de adaptacdo dos animais ao ambiente, um feixe de luz
previamente estabelecido foi incidido abaixo do fundo transparente e posicionado sob a
pata posterior direita dos animais. A hipernocicepcao térmica foi caracterizada como a
retirada da pata dos animais dentro do tempo de 20 segundos. Objetivando determinar
o limiar térmico basal (B), todos os grupos de animais foram submetidos a avaliacao

pré-cirirgica e novamente re-avaliados em diferentes tempos apos a APB.

3.6. Atividade locomotora (campo aberto)

A atividade locomotora dos animais submetidos & APB foi avaliada através do
teste do campo aberto como descrito previamente (RODRIGUES et al.,, 2002). O
campo aberto consiste de uma arena circular de acrilico transparente, com 60 cm de
diametro e borda de 50 cm de altura, com um piso dividido em 12 quadrantes. O
namero de cruzamentos realizados com as quatro patas foi quantificado durante uma
sessdo de 6 min. Os animais operados foram avaliados quanto a atividade locomotora

no 4° e no 30° dia apGs a cirurgia.

3.7. Efeito sobre o desempenho motor (rota-rod)
O desempenho motor dos animais submetidos a APB foi avaliado através do

teste do rota-rod conforme a metodologia descrita anteriormente (DUNHAM e MIYA,



1957). O aparelho de rota-rod (Ugo Basile, modelo 7600) consiste em um cilindro com
2,5 cm de diametro, subdividido em seis compartimentos por discos de 25 cm de
diametro. O cilindro gira a uma velocidade constante de 22 rotagées por minuto. Os
camundongos foram selecionados 24 h antes dos experimentos conforme sua
reatividade ao teste, sendo desprezados aqueles que nao permaneceram 60 s no
aparelho. Os animais operados foram avaliados quanto a atividade locomotora no 4° e
no 30° dia apds a cirurgia. Os resultados foram expressos como tempo (s) em que 0s

animais permaneceram sobre o rota-rod. O tempo méximo utilizado foi de 60 s.

3.8. Avaliacéo do peso dos animais submetidos a APB
O peso dos animais foi verificado utilizando uma balanca analitica (BEL
Equipamentos Analiticos Ltda). Os animais operados e falso-operados foram avaliados

no 4° e no 30° dia apGs a cirurgia.

3.9. Analise de alguns mecanismos envolvidos na génese e na manutencdo das
respostas hipernociceptivas induzidas pela APB em camundongos

3.9.1. Participacao da citocina TNFa

3.9.1.1. Limiar mecanico e térmico de animais TNFa p55” submetidos & APB

O papel do TNFa na inducdo das respostas hipernociceptivas mecéanica e
térmica induzidas pela APB foram analisadas utilizando camundongos TNFap55” e
camundongos selvagens C57/BL6. Primeiramente, os animais foram submetidos ao
procedimento cirargico, como descrito anteriormente, e a hipernocicep¢cdo mecéanica e
térmica (tail-flick) foram avaliadas entre o 4° e o 80° dia ap06s a avulsdo. Este
experimento foi composto de 4 grupos: C57/BL6-operado e falso-operado, e TNFap55”

-operado e TNFap55™-falso-operado.



3.9.1.2. Efeito de estratégias anti-TNFa nas respostas hipernociceptivas induzidas pela
APB

O proximo passo foi investigar o envolvimento do TNFa na hipernocicepgéo
mecanica induzida pela APB, tratando os camundongos Swiss operados com O
anticorpo anti-TNFa localmente por instilacdo (10 e 100 ng/sitio) ou sistemicamente
(100 pg/kg, i.v.), administrados no momento da cirurgia ou 4 dias ap0s. Outros grupos
de animais foram tratados com talidomida (30 mg/kg, s.c.) nos mesmos intervalos de
tempo. A hipernocicep¢cdo mecénica foi avaliada como descrito previamente, em
diferentes periodos ap0s a avulsdo. As doses do anticorpo e da talidomida foram
selecionadas com base em dados da literatura ou em experimentos piloto (HATTORI et

al., 1998; ARRUDA et al., 2004; ROCHA et al., 2005, 2006).

3.9.2. Participacao dos fatores neurotroficos

3.9.2.1. Efeitos dos anticorpos anti-fatores-neurotréficos sobre a hipernocicepcao
mecanica induzida pela APB

O envolvimento do NGF, NT-3, GDNF e BDNF no estabelecimento da
hipernocicepgdo mecéanica induzida pela APB foi investigado através do tratamento de
camundongos Swiss operados com anticorpos anti-NGF, anti-NT-3, anti-GDNF ou anti-
BDNF, administrados por via local (2 pg/sitio), i.p. (100 pg/kg), i.t. (0,5 pg/sitio) ou i.c.v.
(0,5 pg/sitio)) no momento da cirurgia. Os animais foram avaliados quanto a
hipernocicepgdo mecénica uma vez ao dia, a partir do 1° dia apds a cirurgia. Para
investigar a participacdo dos fatores neurotréficos na manutencdo da resposta
hipernociceptiva ap6s a APB, outros grupos de animais foram tratados com os

diferentes anticorpos contra NGF, NT-3, GDNF ou BDNF por via i.p. (100 pg/kg), i.t.



(0,5 pg/sitio) ou i.c.v. (0,5 pg/sitio) no quarto dia apds a cirurgia. O limiar mecéanico foi
avaliado em diferentes periodos apos os tratamentos. As doses dos anticorpos foram
selecionadas com base em dados da literatura ou em experimentos piloto (GWAK et

al., 2003; FERREIRA et al., 2005b; SHELTON et al., 2005).

3.9.3. Participacao dos receptores B; e B, para cininas

3.9.3.1. Limiar mecanico e térmico de animais B1R”" e B,R”" submetidos & APB

A relevancia do receptor B; e B, para cininas para a inducéo da hipernocicepcéo
mecanica e térmica (tail-flick) apés a BPA foi inicialmente analisada utilizando animais
B.R” e B,R” e seus respectivos camundongos controle (J129 ou C57/BLS6,
respectivamente). Primeiramente, os animais foram submetidos a APB como descrito
anteriormente e a hipernocicepcdo mecanica e térmica (tail-flick) foram avaliadas por
até 80 dias ap6s a cirurgia. Cada experimento contou com pelo menos 3 grupos
experimentais: selvagem-operado e selvagem-falso-operado e B;R"-operado ou B,R™-

operado.

3.9.3.2. Efeitos do antagonista seletivo para o receptor B, para cininas sobre a resposta
hipernociceptiva induzida pela APB

Neste grupo de experimentos, o envolvimento dos receptores B, para cininas na
hipernocicepcdo mecanica induzida pela APB foi avaliada tratando os camundongos
Swiss com 0 antagonista seletivo para o receptor B,, 0 HOE-140, aplicado no momento
da cirurgia ou 4 dias apos, por diferentes vias de administracdo. Inicialmente,
camundongos operados foram tratados localmente com HOE-140 (3 nmol/sitio),
imediatamente apds o procedimento cirargico. A hipernocicep¢cdo mecanica foi avaliada

como descrito previamente, 4 dias apos a APB. Em outro grupo experimental, o HOE-



140 (50 nmol/kg, s.c.) foi administrado sistemicamente no 4° dia pds-operatorio e a
hipernocicepgdo mecénica foi avaliada em diferentes intervalos de tempo apds o
tratamento. As doses do HOE-140 foram selecionadas com base nos dados da

literatura (CORREA e CALIXTO, 1993).

3.9.3.3. Efeito de antagonistas seletivos para o receptor B; sobre a hipernocicepcao
mecanica induzida pela APB

O envolvimento dos receptores B; para cininas foi avaliado através da utilizacao
de dois antagonistas seletivos para o receptor B;, administrados em diferentes
intervalos de tempo e por diferentes vias de administracdo. Primeiramente,
camundongos Swiss operados foram tratados com o antagonista peptidico R-715 (60
nmol/sitio — local, 438 nmol/kg — i.p., 25 nmol/sitio — i.t. ou 25 nmol/sitio —i.c.v.) ou com
0 antagonista ndo-peptidico SSR-240612 (60 nmol/sitio — local, 390 nmol/kg — i.p., 25
nmol/sitio — i.t. ou 25 nmol/sitio — i.c.v.), ambos administrados no momento da cirurgia.
A hipernocicepgéo mecanica foi avaliada como descrito anteriormente, a partir do 4° dia
apos a APB.

Em outro grupo experimental, os animais Swiss operados receberam o R-715
(438 nmol/kg — i.p., 25 nmol/sitio — i.t. ou 25 nmol/sitio — i.c.v.) ou SSR-240612 (390
nmol/kg — i.p., 25 nmol/sitio — i.t. or 25 nmol/sitio — i.c.v.), administrados no 4° dia apés
a cirurgia. Os animais que receberam os antagonistas por via i.t. ou i.c.v. no 4° dia apés
a APB também receberam outra dose no 10° dia para descartar possivel processo de
dessensibilizac&o do receptor B;.

Finalmente, um grupo adicional de animais Swiss operados foi tratado com o R-
715 (438 nmol/kg — i.p., 25 nmol/sitio — i.t. ou 25 nmol/sitio — i.c.v.) ou com o SSR-
240612 (390 nmol/kg — i.p., 25 nmol/sitio — i.t. ou 25 nmol/sitio — i.c.v.), administrados

30 dias apoOs a cirurgia. A hipernocicepcdo mecéanica foi avaliada como descrito



anteriormente em diferentes intervalos de tempo apds o tratamento com as drogas. As
doses do R-715 e do SSR-240612 foram selecionadas com base em dados da

literatura ou experimentos piloto (FERNANDES et al., 2003; GOUGAT et al., 2004).

3.10. Vias de administracao

3.10.1. Administracao local

A administrag&o local foi realizada instilando as drogas sobre o ramo do plexo
braquial imediatamente apds a sua avulsédo e antes da sutura dos tecidos adjacentes

(LINDENLAUB et al., 2000; SOMMER et al., 2001a).

3.10.2. Administracao intratecal (i.t.)

A administragdo de drogas através da via i.t. foi realizada de acordo com o
método descrito por HYLDEN e WILCOX (1980), com algumas modificacdes. As
injecbes foram realizadas em animais conscientes, a fim de eliminar a possivel
interferéncia de anestésicos. Uma agulha conectada a uma microseringa (25 pl), por
intermédio de uma canula de polietileno, foi inserida através da pele, fixando-se entre
as veértebras no espaco subdural entre os segmentos espinhais L5-L6, para a

administracdo de um volume de 5 pl das drogas ou veiculo.

3.10.3. Administracao intracerebroventricular (i.c.v)

A administracdo de drogas através da via i.c.v. foi realizada de acordo com o
método descrito por LAURSEN e BELKNAP (1986). Os animais foram levemente
anestesiados com éter e uma agulha (30 G; 4,2 mm de comprimento) conectada a uma

microseringa (25 pul) por intermédio de uma canula de polietiieno foi inserida



diretamente no ventriculo lateral (coordenadas do bregma: 1 mm lateral; 1 mm rostral;

3 mm vertical) para a administracdo de um volume de 5 ul das drogas ou veiculo.

3.11. Ensaios bioquimicos

3.11.1. Quantificacdo do RNA mensageiro para o receptor B; das cininas

3.11.1.1. Ensaio de RT-PCR

Com o objetivo de verificar o efeito da APB sobre a inducdo dos receptores B;
para cininas, foram avaliados os niveis do RNAm para este receptor no tecido da
medula e diferentes estruturas do cérebro de camundongos, coletados no 4° e no 30°
dias ap0ds a cirurgia, através da técnica da transcricdo reversa seguida da reacdo em
cadeia da polimerase (RT-PCR), conforme metodologia descrita por Campos et al.
(2002) com algumas modificacdes. Nos intervalos de tempo descritos acima 0s animais
foram sacrificados por decapitacdo. A medula e diferentes estruturas cerebrais
(hipotalamo, talamo, hipocampo e cortex) foram removidas em condi¢des livres de
RNAse, congeladas em nitrogénio liquido e estocadas a -70 °C. Posteriormente, as
amostras foram homogeneizadas e o RNA total foi extraido utilizando reagente TRIzol
(Invitrogen), conforme as recomendacdes do fabricante. A transcricdo reversa (RT) foi
realizada com 2 pg de RNA total, utilizando oligo dT como primer (0,05 pg), 50 U de
transcriptase reversa, dNTP 144 uM, tampéao de reacéo (DTT 10 mM, MgCl, 3 mM, KCI
75 mM e Tris-HCI 50 mM; pH 8,3) e 2 U de RNAsin Plus, em um volume final de 12,5
pl. Para a obtencdo do DNA complementar (DNAc) as amostras foram aquecidas por 5
min a 70 °C, resfriadas a 4 °C por 5 min e mantidas a 25 °C durante a adicdo da
enzima RT. Apos a adi¢do da enzima, as amostras foram mantidas a 37 °C por 60 min,
70 °C por 5 min e resfriadas a 4 °C por 5 min. A amplificacdo do DNAc de sequéncias

especificas para o receptor B; de camundongo e para a B-actina foi obtida por PCR,



utiizando os seguintes primers: sense AACCGTTTCAACTGGCCC e antisense
GACATAAATCAGTGGGTTC, para o] receptor By, e sense
TCCTTCGTTGCCGGTCCACA e antisense CGTCTCCGGAGTCCATCACA, para a [3-
actina. O DNAc da B-actina foi utilizado para a padronizagdo da quantidade de RNA.
Aliguotas de 2 ul do RT foram adicionadas a um tampao contendo: Tris-HCI 10 mM (pH
9), MgCl, 1 mM, dNTP 200 uM, 300 nM de cada primer e 5 U de Taq polimerase, em
um volume final de 30 pl. O ciclo do PCR foi o0 seguinte: 4 min a 94 °C, 35 ciclos de 45
sa94°C, 45 s a53°C para o receptor B; ou 45 s a 62 °C para a -actina, 60 sa 72 °C
e finalmente, 5 min a 72 °C. Aliquotas de 5 ul de cada amostra foram analisadas em gel
Tris/borato/EDTA (TBE)-poliacrilamida 6% e coradas com nitrato de prata. A analise
guantitativa foi realizada pela medida da banda da B-actina. O tamanho das bandas foi

de 609 pb para o receptor B; e 509 pb para a (-actina.

3.11.2. Expressao dos receptores B; e B, para cininas

3.11.2.1. Preparacao dos tecidos para o ensaio de Western Blot

A medula espinhal de camundongos Swiss operados e falso-operados foram
isolados no 4° dia apds a cirurgia. Os tecidos foram homogeneizados em tampéao A
gelado [HEPES 10 mM (pH 7,4), contendo MgCl, 1,5 mM, KCI 10 mM, PMSF 1 mM,
leupeptina 5 pg/ml, pepstatina A 5 pg/ml, aprotinina 10 pg/ml, ortovanadato de sédio 1
mM, B-glicerofosfato 10 mM, fluoreto de sodio 50 mM e ditiotreitol 0.5 mM]. As
amostras foram centrifugadas a 10.000 x g, por 60 min. O pellet foi re-suspenso em
400 pl de tampéao A, contendo 0,1 % de Triton-X100 e incubado, sob agitacdo continua,
a 4 °C por 30 min. O extrato protéico foi entdo centrifugado por 30 min a 10.000 x g e o
sobrenadante contendo a fragdo rica em membrana foi armazenado em freezer -70 °C

até o momento de sua utilizacdo. A determinacdo da concentracdo de proteina das



amostras foi realizada utilizando o kit Bio-Rad, segundo recomendac¢des do fabricante

(Bio-Rad, CA, USA). (FERREIRA et al., 2005b)

3.11.2.2. Ensaio de Western blot

Quantidades equivalentes de proteina foram adicionadas ao tampéo Tris-HCI
65,5 mM (Tris 200 mM, glicerol 10 %, SDS 2 %, (-mercaptoetanol 2,75 mM e azul de
bromofenol 0,04 %), fervidas por 5 min e separadas por eletroforese em gel de
poliacrilamida 12 %. As proteinas foram transferidas para uma membrana de
nitrocelulose (Bio-Rad) por eletroforese, de acordo com instrucées do fabricante (GE
Healthcare, SP, Brasil). As membranas foram bloqueadas em solucdo TBS-T (Tris-
buffered saline tween 20) contendo leite em p6 desnatado 10 % por 60 min em
temperatura ambiente, sob agitacdo. Posteriormente, as membranas foram incubadas
por 2 h com os anticorpos para o receptor B; (sc-15048) ou receptor B, (sc-15051)
(Santa Cruz Biotechnology, USA) diluidos 1:100 em TBS. Apls lavagem, as
membranas foram incubadas com anticorpos secundarios conjugados a peroxidase. Os
imunocomplexos foram visualizados, utilizando o sistema de deteccdo por

guimioluminescencia (ECL, Amersham).

3.12. Drogas e reagentes

As seguintes drogas e reagentes foram utilizados: aprotinina, hidrato de cloral
(Vetec; Brasil); azul de bromofenol, benzamidina, 3-mercaptoetanol, ditiotreitol (DTT),
acido etileno diaminotetraacetico (EDTA), glicerol, leupeptina, acido n-[2-
hidroxietil]piperazina-n’-[4-butanosulfonio (HEPES), pepstatina A, fenilmetilsulfonil
fluorido (PMSF), inibidor de tripsina da soja, tris, triton x-100, B-glicerofosfato, fluoreto

de sddio, B-mercaptoetanol, anticorpo anti-NGF murino (lote 118H9095), pastilhas de



PBS (todos da Sigma Chemical Company, St Louis, MO, E.U.A.); KCI, MgCl,, tween 20
(todos da Merck, Alemanha); acrilamida, SDS (dodecil sulfato de sédio), temed, tris,
TRIzol (Invitrogen, Carlsbad, CA); transcriptase reversa (RT), dntp, RNAsin (Promega,
Madison, EUA); taq polimerase (Ludwig Biotec, Porto Alegre, Brasil); talidomida (Tocris,
Cookson Inc., MO, USA). anticorpo murino anti-TNFa (lote ct101), anticorpo anti-GDNF
(lote afw03), anticorpo anti-NT-3 humano (lote uy02), anticorpo anti-BDNF humano (lote
zq023121), goat IgG controle (es28) (R&D Systems Inc., Eua); r-175 (gentilmente
doado pelo Prof. Domenico Regoli, University of Sherbrooke, CA, EUA); SSR-240612
(gentiimente doado pela Sanofi-Synthelabo Recherche, Paris, Franca); HOE-140
(Icatibant) (gentilmente doado pela Aventis, Frankfurt Am Main, Alemanha); APS
(persulfato de aménio), azul de bromofenol (Usb, Nova lorque, EUA); ortovanadato
(Vetec, Rio de Janeiro, Brasil); leite em pd desnatado (Nestlé, Brasil, Sdo Paulo,

Brasil). Solucao salina (0,9 %).

3.13. Analise estatistica

Os resultados sao apresentados como a média + erro padrdo da média (E.P.M.,
95%). As porcentagens de inibicdo séo citadas como a média * o erro padrao da média
da diferenca (em porcentagem) entre as areas sob as curvas obtidas para cada
experimento individual em relacdo ao grupo controle correspondente. A analise
estatistica dos dados foi realizada por meio de anélise de variancia (ANOVA) de duas
vias seguida pelo teste de Bonferroni, de andalise de variancia (ANOVA) de uma via
seguida pelos testes de Dunnett ou Newman-Keuls, ou através do teste t de Student,
guando apropriado. Valores de p menores que 0,05 (P < 0,05) foram considerados
como indicativos de significancia. Todas as analises citadas acima foram realizadas

utilizando o programa GraphPad PRISM®.



4. RESULTADOS

4.1. Respostas hipernociceptivas induzidas pela APB em camundongos Swiss
Como observado na Figura 5, ndo houve diferenca significativa entre os valores
de limiar basal ‘B’ dos grupos de camundongos Swiss operados e falso-operados,
avaliados quanto a sensibilidade mecénica e térmica. Porém, apds a APB os
camundongos desenvolveram uma hipernocicepcdo mecéanica, evidenciada pela
reducgéo expressiva e duradoura do limiar mecanico de retirada da pata traseira direita
apos a estimulagdo com o VFH 0,6 g (por até 80 dias ap6s a cirurgia), quando
comparado com o grupo falso-operado (p < 0,001, Figura 5 A). Para avaliar a
sensibilidade térmica dos animais, foram utilizados o teste de retirada da pata
(Hargreaves) e o teste de retirada da cauda (Tail-flick). Como observado na Figura 5 B,
a APB também foi capaz de induzir uma resposta hipernociceptiva térmica importante
na pata traseira direita, que permaneceu significativa (p < 0,05) por até 14 dias apés a
cirurgia. Resultados semelhantes foram obtidos ao avaliar a sensibilidade térmica na
cauda dos animais, com alteracdo significativa por até 14 dias apdés a APB (p < 0,05,

Figura 5 C).
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Figura 5 — Hipernocicepcdo mecéanica e térmica induzidas pela APB em camundongos
Swiss. Limiar de retirada da pata direita traseira (A) ao estimulo mecanico, verificado através
da aplicacdo do monofilamento de Von Frey 0,6 g, (B) laténcia de retirada da pata traseira apos
o estimulo térmico utilizando o teste de Hargreaves e (C) laténcia de retirada da cauda apds o
estimulo térmico utilizando o teste Tail-flick. Os resultados apresentam a média * erro padréo
da média, n=4-6. Difere significativamente do grupo falso operado (#), “p < 0,05 e **p < 0,01.
ANOVA de duas vias seguida pelo teste post hoc Bonferroni. B - limiar basal.



4.2. Resposta hipernociceptiva nas patas dianteiras de camundongos Swiss
submetidos a APB

Com o objetivo de verificar a existéncia de hipernocicep¢do mecéanica primaria,
ou seja, no membro operado, ambas as patas dianteira direita e esquerda foram
avaliadas. Primeiramente, foi realizada a padronizacdo das respostas de retirada da
pata dianteira induzida por diferentes VFH. Como se observa na Figura 6 A, o filamento
0,16 g mostrou-se mais adequado para avaliar a existéncia de hipernocicepcao
mecanica por causar aproximadamente 20 % de resposta de retirada. A Figura 6 B
demonstra que a pata dianteira direita, submetida a APB, ndo respondeu de maneira
significativa a estimulagdo com o VFH. Entretanto, quando se estimulou a pata

dianteira esquerda, se obteve resposta em 82 + 6 % das tentativas.
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Figura 6 — Padronizacéo da resposta hipernociceptiva mecanica nas patas dianteiras de
camundongos submetidos a APB. (A) Padronizacdo da frequéncia de retirada da pata
dianteira em resposta a diferentes VFH. (B) Avaliacdo da hipernocicep¢cdo mecanica, através
da estimulacdo com VFH 0,16 g, das patas dianteira direita e esquerda de animais submetidos
a APB e animais falso-operados. Os resultados apresentam a média + erro padrdo da média,
n=4-6. Difere significativamente do grupo estimulado com VFH 0,6 g *p <0,05e * p< 0,01, e

difere do grupo falso operado ## p < 0,01. ANOVA de uma via seguida pelo teste post hoc
Newman-Keuls.



4.3. Peso corporal, atividade locomotora e coordenagdo motora de camundongos
Swiss submetidos a APB

E importante salientar que os animais ndo apresentaram varia¢cbes quanto ao
ganho de peso corporal, quando comparados aos grupos naive e falso-operado (26 * 1,
26 + 1 e 25 + 1 no 4° dia poés-operatorio e, 31 + 1, 33+ 1 e 32 + 1 no 30° dia pds-
operatério, para o grupo operado, falso-operado e naive, respectivamente) (figura 7 A).

O teste de campo aberto foi realizado a fim de verificar possiveis alteragdes na
capacidade de locomocédo dos animais submetidos a APB. Como se pode observar, a
APB ndo alterou de maneira significativa a atividade locomotora dos animais quando
avaliados no 4° e no 30° dia apds a cirurgia no teste do campo aberto. O nimero médio
de cruzamentos foi de 129 + 7, 133 + 5 e 141 £ 5 (no 4° dia pds-operatorio) e 124 + 8,
138 + 6 e 138 + 8 (no 30° dia pés-operatdrio) para os grupos operado, falso-operado e
naive, respectivamente (Figura 7 B).

Para verificar o possivel efeito da APB sobre a coordenagdo motora dos animais,
utilizou-se o teste de rota-rod. A Figura 7 C demonstra que a APB ndo causou
alteracao significativa na coordenagcéo motora dos animais quando avaliados no 4° dia
ap0ls a cirurgia, entretanto, 30 dias apdés a APB os animais apresentaram déficit de
coordenacao motora significativo. Os resultados obtidos no teste de rota-rod foram 47 +
7 s e 16 £ 4 s para o grupo operado avaliado no 4° e 30° dia ap0s a cirurgia, versus 52
+7seb2*7sdo grupo falso-operado avaliado no 4° e 30° dia apoés a cirurgia (Figura

7 C).
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Figura 7 — (A) Peso corporal, (B) atividade locomotora e (C) coordenacdo motora de

camundongos Swiss submetidos a APB. Os resultados apresentam a média + erro padrao da
média, n=4-6.



4.4. Andlise dos diferentes mecanismos envolvidos na génese e na manutencao
das respostas hipernociceptivas induzidas pela APB em camundongos

4.4.1. Participacao da citocina TNFa

4.4.1.1. Limiar mecanico e térmico de animais TNFa p55” submetidos & APB

Os resultados da Figura 8 demonstram que a APB induziu reducéo significativa
de ambos os limiares mecéanico (Figura 8 A) e térmico (Figura 8 B) de retirada da pata
traseira de camundongos selvagens da linhagem C57/BL6, quando comparados com o
grupo de animais falso-operados, de maneira essencialmente similar aos dados
descritos no item 4.1. para camundongos Swiss.

Quando camundongos TNFap55™ foram submetidos a APB, ndo foi observado o
desenvolvimento de hipernocicepcdo mecanica (p < 0,001) durante todo o periodo de
avaliacao (por até 80 dias apos a cirurgia, Figura 8 A). Estes mesmos animais, quando
submetidos ao teste de retirada da cauda, ndo apresentaram alteracdo no limiar

térmico (p < 0,01), em comparacdo com os animais selvagens-operados (Figura 8 B).
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Figura 8 — Hipernocicepgdo mecanica e térmica induzidas pela APB em camundongos
com delegdo génica para o receptor p55 do TNFa. Hipernocicepgdo mecéanica (A - verificada
através da aplicacdo do VFH 0,6 g) e térmica (B - laténcia de retirada da cauda através da
aplicacdo de uma fonte radiante de calor) em animais C57/BL6 ou TNFa p55” apés a APB. Os
resultados apresentam a média + erro padrdo da média, n=4-6. Difere significativamente do
grupo falso operado (#) p < 0,001, e difere significativamente do grupo operado * p < 0,05, ** p
< 0,01 e *** p < 0,001. ANOVA de duas vias seguida pelo teste post hoc Bonferroni. B - limiar
basal.



4.4.1.2. Efeito do anticorpo anti-TNFa e da talidomida na inducdo da resposta
hipernociceptiva mecanica induzida pela APB em camundongos

Com a finalidade de avaliar o papel da citocina TNFa na génese da
hipernocicep¢do mecanica apds a APB, um grupo separado de animais foi submetido a
cirurgia e, antes da sutura dos tecidos, o anticorpo anti-TNFa (10 ou 100 ng/sitio) foi
aplicado localmente. Os dados apresentados na Figura 9 demonstram que o0 anticorpo
anti-TNFa, em ambas as doses administradas, foi capaz de prevenir o surgimento da
hipernocicep¢do mecanica durante todo o periodo de avaliagcdo (por até 80 dias apos a
cirurgia), com inibicdo de 93 £ 1 % e 89 + 3 %, para as doses de 10 e 100 ng/sitio,

respectivamente.

=a= Dperado == Al anti-TMF-a (10 ng/sitia)
—0— Falso-operado  —2— Ab anti-THF-a (100 ngisitio)

Freqii@ncia de resposta (%)
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Figura 9 — Efeito do anticorpo anti-TNFa na génese da hipernocicep¢cdo mecéanica
induzida pela APB em camundongos. Hipernocicep¢cdo mecéanica, verificada na pata traseira
direita através da aplicacao do VFH 0,6 g, de animais tratados com anticorpo anti-TNFa (10 ou
100 ng/sitio) administrado no momento da cirurgia. Os resultados apresentam a média + erro
padrdo da média, n=4-6. Difere significativamente do grupo falso operado (#) p < 0,001, e
difere significativamente do grupo operado *** p < 0,001. ANOVA de duas vias seguida pelo
teste post hoc Bonferroni. B - limiar basal.



Em outra série de experimentos, o anticorpo anti-TNFa (100 ug/kg, i.v.) foi
administrado sistemicamente no momento da cirurgia. Como demonstrado na Figura
10, a hipernocicepcdo mecanica foi parcialmente reduzida até o 5° dia ap0és a cirurgia,
com inibicdo de 36 = 5 %, quando comparado com o grupo operado tratado com PBS.
Apos este periodo, ndo foi observada nenhuma inibicédo significativa. O papel do TNFa
também foi investigado através da utilizacdo da talidomida, uma droga conhecida por
inibir a sintese de TNFa, sem efeitos bem definidos para outras citocinas (George et
al., 2000). Os dados da Figura 10 demonstram que o tratamento sistémico com
talidomida (30 mg/kg, s.c.), no momento da cirurgia, foi capaz de prevenir o surgimento
da hipernocicepcdo mecanica por 5 dias apoés a APB, com inibicdo de 41 = 7 %,

guando comparado com o grupo operado tratado com salina.
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—O0— Falsoc-operado

—— Ab anti-TNF « (100 pa/ka, iv.)
—o— Talidomida (30 ma/kg, s.c.)
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Figura 10 - Efeito do anticorpo anti-TNFa ou da talidomida na génese da
hipernocicep¢cdo mecéanica induzida pela APB em camundongos. Hipernocicepgéo
mecéanica, verificada na pata traseira direita através da aplicacdo do VFH 0,6 g, de animais
tratados com anticorpo anti-TNFa (100 pg/kg, i.v.) ou com talidomida (30 mg/kg, s.c.),
administrados no momento da cirurgia. Os resultados apresentam a média + erro padrdo da
média, n=4-6. Difere significativamente do grupo falso operado (#) p < 0,001, e difere
significativamente do grupo operado ** p < 0,01 e *** p < 0,001. ANOVA de duas vias seguida
pelo teste post hoc Bonferroni. B - limiar basal.



4.4.1.3. Efeito do anticorpo anti-TNFa ou da talidomida na manutencdo da resposta
hipernociceptiva mecanica induzida pela APB em camundongos

Para verificar o papel da citocina TNFa no processo de manutencédo do quadro
hipernociceptivo induzido pela APB, o anticorpo anti-TNFa (100 pg/kg, i.v.) ou a
talidomida (30 mg/kg, s.c.) foram administrados sistemicamente 4 dias ap0s a cirurgia.
A Figura 11 mostra que um anico tratamento com o anticorpo ou com a talidomida foi
capaz de bloquear a hipernocicep¢cao mecanica por até 4 horas apos a administracao

das drogas, com inibicbes de 41 + 5 % e 52 + 3 %, respectivamente.
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Figura 11 - Efeito do anticorpo anti-TNFa ou da talidomida na manutencdo da
hipernocicepcdo mecénica induzida pela APB em camundongos. Hipernocicepgao
mecanica, verificada na pata traseira direita através da aplicacdo do VFH 0,6 g, de animais
tratados com anticorpo anti-TNFa (100 pg/kg, i.v.) ou com talidomida (30 mg/kg, s.c.),
administrados no 4° dia ap0s a cirurgia. Os resultados apresentam a média + erro padrdo da
média, n=4-6. Difere significativamente do grupo falso-operado (#) p < 0,001, e difere
significativamente do grupo operado * p < 0,05, ** p < 0,01 e *** p < 0,001. ANOVA de duas
vias seguida pelo teste post hoc Bonferroni. B - limiar basal.



4.4.2. Participacado dos fatores neurotréficos

4.4.2.1. Efeito da administracdo de anticorpos contra determinados fatores
neurotréficos sobre a génese da hipernocicep¢do mecénica induzida pela APB

A fim de avaliar o envolvimento dos fatores neurotréficos na génese da resposta
hipernociceptiva ap6s a APB, os camundongos foram tratados localmente com os
anticorpos anti-NGF, anti-NT-3, anti-BDNF ou anti-GDNF no momento da cirurgia. A
Figura 12 demonstra que a aplicacéo local dos anticorpos anti-GDNF ou anti-BDNF foi
capaz de prevenir, significativamente o desenvolvimento da hipernocicepcao por até 20
e 14 dias apo6s a cirurgia, com porcentagem de inibicdo de 83 £+ 1 % e 77 = 2 %,
respectivamente (p < 0,001). A administragéo local do anticorpo anti-NT-3 reduziu de
maneira significativa a intensidade da hipernocicepcdo mecéanica por 7 dias apos a
cirurgia, com inibicdo de 56 + 4 % (Figura 12, p < 0,01). Além disso, o anticorpo anti-
NGF inibiu efetivamente a hipernocicepcdo mecanica apenas entre 0 6° e o 10° dia

apos a BPA, com porcentagem de inibicdo de 29 + 4 % (p < 0,05, Figura 12).
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Figura 12 - Efeito dos anticorpos contra fatores neurotroficos, administrados
localmente, na génese da hipernocicep¢cdo mecéanica induzida pela APB em
camundongos. Hipernocicepcdo mecanica, verificada na pata traseira direita através da
aplicacdo do VFH 0,6 g, de animais tratados com anticorpos anti-NGF, anti-NT-3, anti-BDNF ou
anti-GDNF (2 pg/sitio), administrados localmente no momento da cirurgia. Os resultados
apresentam a média * erro padrao da média, n=4-6. Difere significativamente do grupo falso-
operado (#) p < 0,001, e difere significativamente do grupo operado * p < 0,05, ** p < 0,01 e ***
p < 0,001. ANOVA de duas vias seguida pelo teste post hoc Bonferroni. B - limiar basal.



Em outra série de experimentos, 0os anticorpos contra fatores neurotroficos foram
administrados sistemicamente (100 pg/kg, i.p.) no momento da APB. Como
demonstrado na Figura 13, a hipernocicep¢ao mecanica foi significativamente reduzida
até o 7° dia apoés a cirurgia, nos animas que receberam os anticorpos anti-NGF ou anti-
NT-3 (100 pg/kg, i.p.), com inibicbes de 75 + 2 % e 65 + 3 %, respectivamente (p <
0,001). O anticorpo anti-BDNF (100 ug/kg, i.p.), por sua vez, quando administrado por
via i.p., produziu inibig&o significativa da hipernocicepgdo mecanica, apenas durante o0s
primeiros 5 dias apos a cirurgia (inibicdo de 42 + 2 %, p < 001, Figura 13). Entretanto,
nos animais tratados com o anticorpo anti-GDNF (100 pg/kg, i.p.), a hipernocicepgao
mecanica foi suprimida por até 14 dias apos a APB, com inibicdo de 72 + 2 % (p <

0,001, Figura 13).



s Operado —e— A anti-NGF (100 pgkg, i.p)
o Falsooperado ~0~ A0 at-BONF (100 9l 1p)

100- —i— Ab anti-GONF (100 pg'kg, i.p.)

—&— Ab anti-NT-3 (100 po'hg, i.p)

g

g

Freqliéncia de resposta (%)

Figura 13 - Efeito dos anticorpos contra fatores neurotroficos, administrados
sistemicamente, na génese da hipernocicep¢cdo mecéanica induzida pela APB em
camundongos. Hipernocicepcdo mecanica, verificada na pata traseira direita através da
aplicacdo do VFH 0,6 g, de animais tratados com anticorpos anti-NGF, anti-NT-3, anti-BDNF ou
anti-GDNF (2 pg/sitio), administrados sistemicamente no momento da cirurgia. Os resultados
apresentam a média * erro padrao da média, n=4-6. Difere significativamente do grupo falso-
operado (#) p < 0,001, e difere significativamente do grupo operado ** p < 0,01 e *** p < 0,001.
ANOVA de duas vias seguida pelo teste post hoc Bonferroni. B - limiar basal.



Para verificar o possivel envolvimento das vias nociceptivas do SNC nas acfes
modulatorias dos fatores neurotroficos apos a APB, os animais foram tratados por via
i.t. (0,5 pg/sitio) ou por via i.c.v. (0,5 pg/sitio) com os anticorpos contra fatores
neurotréficos no momento da cirurgia. A Figura 14 mostra que os anticorpos anti-NGF,
anti-NT-3 ou anti-GDNF, administrados intratecalmente, foram capazes de prevenir
parcialmente o aparecimento da resposta hipernociceptiva por até 7 dias apos a APB,
com porcentagens de inibicdo de 63 = 3 %, 56 + 6 % e 55 + 2 %, respectivamente (p <
0,01, Figura 14). Os animais que receberam o anticorpo anti-BDNF tiveram a
hipernocicep¢cdo mecéanica significativamente reduzida apenas por 6 dias apos a

cirurgia (inibicdo de 50 + 6 %, p < 0,01, Figura 14).
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Figura 14 — Efeito dos anticorpos contra fatores neurotréficos, administrados por via i.t.,
na génese da hipernocicepcdo mecéanica induzida pela APB em camundongos.
Hipernocicep¢do mecanica, verificada na pata traseira direita através da aplicagdo do VFH 0,6
g, de animais tratados com anticorpos anti-NGF, anti-NT-3, anti-BDNF ou anti-GDNF (2
Mg/sitio), administrados por via i.t. no momento da cirurgia. Os resultados apresentam a média
+ erro padrao da média, n=4-6. Difere significativamente do grupo falso-operado (#) p < 0,001,
e difere significativamente do grupo operado * p < 0,05, ** p < 0,01 e *** p < 0,001. ANOVA de
duas vias seguida pelo teste post hoc Bonferroni. B - limiar basal.



Quando os camundongos receberam uma inje¢éo i.c.v. dos anticorpos anti-NGF,
anti-NT-3, anti-GDNF ou anti-BDNF no momento da cirurgia, nenhum deles foi capaz
de interferir com a instalacdo da hipernocicepcdo mecanica induzida pela APB (Figura

15).

~&— Operado —— b anti-NGE (05 pgisitio, Leav)
=0~ Falso-operado —0— b anti-BDNF (0.5 pofsitio, .ov.)
—i— b anti-GONF {05 g'sitio, Low)

100+ =t fb anti-NT-3 (05 pgsitic, Lewv)

Freqléncia de resposta(®)

Dias apds a cirurgia

Figura 15 — Efeito dos anticorpos contra fatores neurotréficos, administrados por via
i.c.v., na génese da hipernocicepcdo mecéanica induzida pela APB em camundongos.
Hipernocicepcdo mecanica, verificada na pata traseira direita através da aplicacdo do VFH 0,6
g, de animais tratados com anticorpos anti-NGF, anti-NT-3, anti-BDNF ou anti-GDNF (2
pg/sitio), administrados por via i.c.v. no momento da cirurgia. Os resultados apresentam a
média + erro padrdo da média, n=4-6. Difere significativamente do grupo falso-operado (#) p <
0,001. ANOVA de duas vias seguida pelo teste post hoc Bonferroni. B - limiar basal.



4.4.2.2. Efeito da administracdo de anticorpos anti-fatores-neurotréficos sobre a
manutenc¢ao da hipernocicepgédo mecanica induzida pela APB

Para investigar o envolvimento dos fatores neurotréficos na manutengcdo da
hipernocicep¢cdo mecéanica apdés a APB, os anticorpos contra NGF, NT-3, GDNF ou
BDNF foram administrados no 4° dia apds a cirurgia. A Figura 16 demonstra que o
tratamento sistémico (100 pg/kg, i.p.) com os anticorpos anti-NTFs n&o alterou de

forma significativa 0 aumento do limiar de resposta a estimulo mecéanico induzido pela

APB.
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—i— A anti-GONF {100 wokg, i)
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Figura 16 — Efeito dos anticorpos contra fatores neurotroficos, administrados

sistemicamente, na manutengcdo da hipernocicep¢do mecanica induzida pela APB em
camundongos. Hipernocicepcdo mecanica, verificada na pata traseira direita através da
aplicacdo do VFH 0,6 g, de animais tratados com anticorpos anti-NGF, anti-NT-3, anti-BDNF ou
anti-GDNF (2 pg/sitio), administrados por via sistémica no 4° dia apoés a cirurgia. Os resultados
apresentam a média * erro padrao da média, n=4-6. Difere significativamente do grupo falso-

operado (#) p < 0,001. ANOVA de duas vias seguida pelo teste post hoc Bonferroni. B - limiar
basal.



Do mesmo modo, a administracdo por via i.t. dos anticorpos anti-NGF ou anti-
GDNF (0,5 pg/sitio), 4 dias apdés a cirurgia, ndo produziu qualquer alteracédo
significativa da resposta hipernociceptiva mecéanica induzida pela APB (Figura 17).
Contudo, o anticorpo anti-NT-3 (0,5 pg/sitio, i.t.) reduziu a hipernocicepcdo mecanica
induzida pela APB apenas durante a 12 h ap0s o tratamento (inibicdo de 14 + 3 %, p <
0,05, Figura 17). Além disso, como se pode observar na Figura 17, o anticorpo anti-
BDNF (0,5 pg/sitio), quando administrado por via i.t. no 4° dia ap0s a cirurgia, reverteu
substancialmente a hipernocicep¢do mecanica por um periodo de 48 h apds a injecao,

com porcentagem de inibicdo de 52 + 6 % (p < 0,001, Figura 17).
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Figura 17 — Efeito dos anticorpos contra fatores neurotréficos, administrados por via i.t.,
na manutencdo da hipernocicepcdo mecéanica induzida pela APB em camundongos.
Hipernocicepgdo mecanica, verificada na pata traseira direita através da aplicagdo do VFH 0,6
g, de animais tratados com anticorpos anti-NGF, anti-NT-3, anti-BDNF ou anti-GDNF (2
Hg/sitio), administrados por via i.t. no 4° dia ap6s a cirurgia. Os resultados apresentam a média
+ erro padrao da média, n=4-6. Difere significativamente do grupo falso-operado (#) p < 0,001 e
difere significativamente do grupo operado * p < 0,05, * p < 0,01 e *** p < 0,001. ANOVA de
duas vias seguida pelo teste post hoc Bonferroni. B - limiar basal.



Em outro grupo experimental, os anticorpos contra NGF, NT-3, GDNF ou BDNF
(0,5 pg/sitio) foram administrados por via i.c.v. no 4° dia ap0s a cirurgia. Os anticorpos
anti-GF, anti-NT3 ou anti-GDNF ndo causaram efeito significativo sobre a
hipernocicepcdo mecanica induzida pela APB (Figura 18). De maneira interessante, a
administracado do anticorpo anti-BDNF por via i.c.v. produziu reducéo significativa da
hipernocicep¢do mecanica por até 10 dias ap0s a cirurgia, com uma inibicdo de 59 + 1

% (p < 0,001, Figura 18).
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Figura 18 — Efeito dos anticorpos contra fatores neurotréficos, administrados por via
i.c.v., na manutencdo da hipernocicepcdo mecéanica induzida pela APB em
camundongos. Hipernocicepcdo mecanica, verificada na pata traseira direita através da
aplicacdo do VFH 0,6 g, de animais tratados com anticorpos anti-NGF, anti-NT-3, anti-BDNF ou
anti-GDNF (2 pg/sitio), administrados por via i.c.v. no 4° dia apds a cirurgia. Os resultados
apresentam a média * erro padrao da média, n=4-6. Difere significativamente do grupo falso-
operado (#) p < 0,001 e difere significativamente do grupo operado * p < 0,05, ** p < 0,01 e ***
p < 0,001. ANOVA de duas vias seguida pelo teste post hoc Bonferroni. B - limiar basal.



= valido ressaltar que o tratamento com a IgG controle ndo-imune, administrada
através de diferentes vias (local, i.p., i.t. ou i.c.v.) ndo foi capaz de causar efeito
significativo sobre a hipernocicepgdo mecéanica induzida pela APB, descartando

gualquer efeito inespecifico dos anticorpos utilizados neste estudo (Figura 19).
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Figura 19 — Efeito da IgG sobre a hipernocicep¢cdo mecéanica induzida pela APB em
camundongos. Hipernocicepcdo mecanica, verificada na pata traseira direita através da
aplicacdo do VFH 0,6 g, de animais tratados com a IgG n&o-imune administrada por via local,
i.p., i.t. ou i.c.v. no dia da cirurgia. Os resultados apresentam a média + erro padrdo da média,
n=4-6. ANOVA de duas vias seguida pelo teste post hoc Bonferroni. B - limiar basal.



4.4 3. Participacao dos receptores B, e B, para cininas

4.4.3.1. Limiar mecanico e térmico de animais B,R”" submetidos & APB

A semelhanca dos resultados demonstrados da Figura 8 A e B, a APB induziu
reducdo significativa de ambos os limiares mecéanico (Figura 20 A) e térmico (Figura 20
B) de retirada da pata traseira de camundongos selvagens da linhagem C57/BL6,
guando comparados com o grupo de animais falso-operados. Quando camundongos
B,R" foram submetidos & APB, observou-se o desenvolvimento de hipernocicepcéo
mecanica (p < 0,001), semelhante ao grupo selvagem-operado, durante todo o periodo
de avaliacdo (por até 20 dias ap0s a cirurgia), com inibicdo de apenas 26 + 7 % (Figura
20 A). Estes mesmos animais, quando submetidos ao teste de retirada da cauda frente
a uma fonte de calor, apresentaram aumento no limiar térmico de intensidade similar

animais selvagens-operados (Figura 20 B).
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Figura 20 — Hipernocicep¢cdo mecanica e térmica induzidas pela avulsdo do plexo
braquial em camundongos com delecdo génica para o receptor B, para cininas.
Hipernocicepcdo mecénica (A - verificada através da aplicacdo do VFH 0,6 g) e térmica (B -
laténcia de retirada da cauda através da aplicagdo de uma fonte radiante de calor) em animais
C57/BL6 ou B,R” apés a APB. Os resultados apresentam a média + erro padrdo da média,
n=4-6. Difere significativamente do grupo falso operado (#) p < 0,001, e difere

significativamente do grupo operado * p < 0,05 e ** p < 0,01. ANOVA de duas vias seguida pelo
teste post hoc Bonferroni. B - limiar basal.



4.4.3.1. Efeito do antagonista seletivo para o receptor B, para cininas sobre a resposta
hipernociceptiva mecanica induzida pela APB em camundongos

O uso do antagonista seletivo para o receptor B,, o HOE-140, foi outra
ferramenta utilizada para avaliar o envolvimento do receptor B, para cininas na
hipernocicepcdo mecanica induzida pela APB. Como se observa na Figura 21 A, a
administracao local de HOE-140, no momento da cirurgia, foi capaz de causar uma
leve reducédo da hipernocicepcdo mecanica induzida pela APB no 4° dia ap0s a cirurgia
(inibicdo de 18 = 9 %). Mesmo quando este antagonista foi administrado
sistemicamente, no 4° dia apés a APB, nado foi observado qualquer alteracdo

significativa da resposta hipernociceptiva induzida pela APB (Figura 21 B).
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Figura 21 — Efeito do antagonista seletivo para o receptor B,, HOE-140, sobre a
hipernocicepcdo mecéanica induzida pela APB em camundongos. Hipernocicepgdo
mecanica, verificada na pata traseira direita através da aplicacdo do VFH 0,6 g, de animais
tratados com HOE-140, (A) administrado localmente (3 nmol/sitio) no momento da cirurgia, ou
(B) administrado sistemicamente (50 nmol/kg, s.c.) no 4° dia apos a APB. Os resultados
apresentam a média * erro padrao da média, n=4-6. Difere significativamente do grupo falso-
operado (#) p < 0,001 e difere significativamente do grupo operado * p < 0,05. ANOVA de duas
vias seguida pelo teste post hoc Bonferroni. B - limiar basal.



4.4.3.3. Limiar mecanico e térmico de animais B;R” submetidos & APB

Os dados da Figura 22 demonstram que os animais selvagens da linhagem
J129, quando submetidos a APB, foram capazes de desenvolver a hipernocicepcéo
mecanica (Figura 22 A), de maneira similar aos camundongos Swiss (p < 0,01). Por
outro lado, quando animais B;R”" foram submetidos & APB, n&o se observou alteragéo
no limiar mecéanico das patas traseiras direitas submetidas a estimulagdo com o VFH
durante todo o periodo de avaliacao (80 dias), em comparac¢do com animais selvagens-
operados (Figura 22 A, p < 0,001). Nesses mesmos animais, quando submetidos ao
teste de retirada da cauda, ndo foram observadas altera¢des significativas quanto a
sensibilidade térmica, quando comparados com animais selvagens-operados (Figura

22 B, p < 0,001).
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Figura 22 — Hipernocicepgdo mecéanica e térmica induzidas pela avulsdo do plexo
braquial em camundongos com delecdo génica para o receptor B; para cininas.
Hipernocicepcdo mecénica (A - verificada através da aplicacdo do VFH 0,6 g) e térmica (B -
laténcia de retirada da cauda através da aplicagdo de uma fonte radiante de calor) em animais
J129 ou B;R” ap6s a APB. Os resultados apresentam a média + erro padréo da média, n=4-6.
Difere significativamente do grupo falso operado (#) p < 0,001, e difere significativamente do
grupo operado ** p < 0,01 e *** p < 0,001. ANOVA de duas vias seguida pelo teste post hoc
Bonferroni. B - limiar basal.



4.4.3.4. Efeito de antagonistas seletivos para o receptor B; para cininas sobre a
resposta hipernociceptiva mecanica induzida pela APB em camundongos

Como se pode observar na Figura 23 A, ambos os antagonistas seletivos para o
receptor B; para cininas, o R-715 (60 nmol/sitio) e o SSR-240612 (60 nmol/sitio)
administrados localmente imediatamente ap0s a cirurgia, preveniram o surgimento da
hipernocicepcado mecanica por até 10 dias apos a APB, com inibicdes de 57 £5 % e 59
+ 2 %, respectivamente (p < 0,001). Quando o R-715 (438 nmol/kg, i.p.) ou 0 SSR-
240612 (390 nmol/kg, i.p.) foram administrados sistemicamente no momento da
cirurgia, ambos o0s antagonistas foram capazes de retardar a instalagdo da
hipernocicepcdo mecanica por até 7 dias apos a APB, com inibicbes de 53 + 2 % e 67
+ 5 %, respectivamente (Figura 23 B). Por outro lado, tanto a administracao i.t. quanto
i.c.v. do R-715 ou SSR-240612 (25 nmol/sitio), no momento da cirurgia, ndo foi capaz
de alterar de modo significativo a reducdo do limiar mecanico induzida pela APB

(Figura 23 C e D).
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Figura 23 — Efeito de antagonistas seletivos para o receptor B;, administrados no
momento da cirurgia, sobre a hipernocicepcdo mecéanica induzida pela APB em
camundongos. Efeito da administracdo por via (A) local, (B) i.p., (C) i.t. ou (D) i.c.v. de R-715
ou SSR-240612, administrados no momento da cirurgia, sobre a hipernocicep¢cdo mecanica
(verificada na pata traseira direita através da aplicacdo do VFH 0,6 g) induzida pela APB em
camundongos. Os resultados apresentam a média + erro padrdao da média, n=4-6. Difere
significativamente do grupo falso-operado (#) p < 0,001 e difere significativamente do grupo
operado * p < 0,05, * p < 0,01 e *** p < 0,001. ANOVA de duas vias seguida pelo teste post

hoc Bonferroni. B - limiar basal.



Com o objetivo de avaliar o envolvimento do receptor B; para cininas na
manutenc¢ao da hipernocicepgédo mecanica induzida pela APB, os camundongos Swiss
operados foram tratados com os antagonistas, por diferentes vias de administragéo, no
4° dia apdés o procedimento cirdrgico. Os resultados apresentados na Figura 24 A
demonstram que o tratamento sistémico com o R-715 (438 nmol/kg, i.p.) ou 0 SSR-
240612 (390 nmol/kg, i.p.) foi efetivo em reduzir a hipernocicepgdo mecanica por 2 h
ap6s a administracdo das drogas, com inibicbes de 32 =+ 2 % e 51 = 4 %,
respectivamente. A administracdo por via i.t. do R-715 ou do SSR-240612 (25
nmol/sitio) inibiu significativamente a hipernocicep¢do mecanica por até 6 h apos os
tratamentos (inibicdo de 62 = 4 % e 67 + 6 %, respectivamente). Todavia, quando 0s
camundongos foram novamente tratados por via i.t. 10 dias ap6s a APB os efeitos
inibitérios foram significativos por apenas 2 h (inibicdo de 36 + 4 % e 50 £ 4 %,
respectivamente) (Figura 24 B). De modo interessante, o tratamento por via i.c.v. com o
R-715 ou 0 SSR-240612 (25 nmol/sitio, Figura 24 C), no 4° dia apés a APB, foi capaz
de reduzir significativamente a hipernocicep¢do mecéanica apenas por meia hora apés
os tratamentos (inibicdo de 23 £ 5 % e 21 + 4 %, respectivamente). Porém, quando 0s
animais receberam uma segunda injecdo i.c.v. dos antagonistas, no 10° dia apés a
cirurgia, os efeitos inibitérios foram observados por até 4 h apds a administracdo das

drogas, com inibicdes de 47 £ 2 % e 61 + 3 %, respectivamente (Figura 24 C).
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Figura 24 — Efeito de antagonistas seletivos para o receptor B;, administrados no 4° dia
apods a cirurgia, sobre a hipernocicep¢do mecéanica induzida pela APB em camundongos.
Efeito da administracdo por via (A) i.p., (B) i.t. ou (C) i.c.v. de R-715 ou SSR-240612,
administrados no 4° dia apés a cirurgia, sobre a hipernocicep¢do mecanica (verificada na pata
traseira direita através da aplicacdo do VFH 0,6 g) induzida pela APB em camundongos. Os
resultados apresentam a média + erro padrdo da média, n=4-6. Difere significativamente do
grupo falso-operado (#) p < 0,001 e difere significativamente do grupo operado * p < 0,05, ** p

< 0,01 e *** p < 0,001. ANOVA de duas vias seguida pelo teste post hoc Bonferroni. B - limiar
basal.



Pos fim, a Figura 25 A demonstra que ambos os antagonistas, o R-715 (438
nmol/kg, i.p.) e o SSR 240612 (390 nmol/kg, i.p.), falharam em alterar de maneira
significativa as alteracbes hipernociceptivas mecéanicas induzidas pela APB, quando
administrados sistemicamente, 30 dias ap0s a cirurgia. Como mostrado na Figura 25 B,
o tratamento por via i.t. com o R-715 (25 nmol/sitio) inibiu significativamente a
hipernocicepcdo mecanica por apenas meia hora apds os tratamentos (12 + 2 %).
Entretanto, quando os antagonistas foram administrados por via i.c.v. (Figura 25 C), a
hipernocicepcado mecéanica foi marcadamente inibida, por até 6 h apds a administracéao

das drogas (59 + 2 % e 66 + 5 %, respectivamente).
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Figura 25 — Efeito de antagonistas seletivos para o receptor B, administrados no 30° dia
apo6s a cirurgia, sobre a hipernocicep¢cao mecanica induzida pela APB em camundongos.
Efeito da administracdo por via (A) i.p., (B) i.t. ou (C) i.c.v. de R-715 ou SSR-240612,
administrados no 30° dia apds a cirurgia, sobre a hipernocicepgdo mecéanica (verificada na pata
traseira direita através da aplicacdo do VFH 0,6 g) induzida pela APB em camundongos. Os
resultados apresentam a média + erro padrdo da média, n=4-6. Difere significativamente do
grupo falso-operado (#) p < 0,001 e difere significativamente do grupo operado * p < 0,05, ** p
< 0,01 e *** p < 0,001. ANOVA de duas vias seguida pelo teste post hoc Bonferroni. B - limiar
basal.



4.4.4. Analise de Biologia Molecular

4.4.4.1. Efeito da APB sobre o aumento do RNAm para o receptor B; em estruturas do
SNC de camundongos

Com o objetivo de avaliar o efeito da APB sobre a inducéo da expressao do
receptor B; para cininas em estruturas do SNC de camundongos, foram quantificados
os niveis de RNAm para este receptor em amostra da medula espinhal, hipotalamo,
hipocampo, tdlamo e cértex, obtidos 4 e 30 dias apds a cirurgia. A Figura 26 A
demonstra que, 4 dias apés a cirurgia, foi detectada a expressdo do RNAm para o
receptor B; em todas as estruturas estudadas obtidas de animais falso-operados.
Entretanto, pode-se observar o aumento expressivo do RNAmM para o receptor B; no
hipotalamo, hipocampo, tdlamo e cortex de animais submetidos a APB (Figura 26 A).
De modo semelhante aos resultados obtidos 4 dias apds a cirurgia, pode-se observar
na Figura 26 B um aumento nos niveis de RNAm para o receptor B; no hipotalamo e

cortex obtidos de animais sacrificados 30 dias apds a cirurgia.



B1-}'"""-—- . — —

Bactina->| B & & & B & B =B =

B1+ e — — — e —--'_—

Bactina-> |48 &5 B B B B & & & o

Figura 26 — Quantificacdo do RNAmM para o receptor B; em estruturas do SNC de
camundongos ap6s a APB. Niveis de RNAmM para o receptor B; na medula espinhal,
hipotalamo, hipocampo, tdlamo e cortex extraidos de animais falso-operados e operados, 4 (A)
e 30 (B) dias ap0s a cirurgia ou APB, avaliados através do ensaio de RT-PCR. Todos os dados
foram normalizados pelos respectivos niveis da expressdo do RNAm para a B-actina.
Resultados obtidos através de 3 experimentos individuais. Medula falso operado (1) e operado
(2); hipotalamo falso-operado (3) e operado (4); hipocampo falso-operado (5) e operado (6);
talamo falso-operado (7) e operado (8); cortex falso-operado (9) e operado (10).



4.4.4.2. Efeito da APB sobre o aumento da expressao dos receptores B; e B, para
cininas na medula espinhal de camundongos

Na tentativa de confirmar o efeito da APB sobre o aumento na expresséao dos
receptores B; e B, para cininas na medula espinhal de camundongos, foi realizado o
ensaio de Western blot. A Figura 27 A indica que h& expressao basal do receptor B;
para cininas na medula espinhal de camundongos falso-operados, 4 dias apos a
cirurgia. No entanto, nota-se um aumento desta expressdo nos animais submetidos a
APB. Por outro lado, a expressao do receptor B, parece ndo estar alterada nos animais

operados, quando comparados ao grupo falso-operado (Figura 27 B).
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Figura 27 — Expresséo do receptor B; e B, na medula espinhal de camundongos 4 dias
ap6s a APB. Expressdo do receptor (A) B; e do receptor (B) B, para cininas na medula
espinhal extraida de animais falso-operados (1) e operados (2), 4 dias apés a cirurgia ou APB,
avaliados através do ensaio de Western blot. Resultados obtidos através de 3 experimentos
individuais.



5. DISCUSSAO

Por séculos, médicos foram doutrinados a examinar seus pacientes e classifica-
los com base na lesédo topografica e na doenca subentendida. Mas o que fazer se o
sintoma se torna uma doenca? Como mencionado na introducdo desta tese, apesar
dos avancos recentes acerca da elucidacdo dos mecanismos envolvidos na génese e
na manutencao da dor neuropdtica, seu tratamento continua sendo um grande desafio.
Evidéncias experimentais demonstram que a dor de origem neuropatica envolve, ndo
somente, alteracbes da percepcao de diferentes estimulos nociceptivos (estimulo
qguente, frio, quimico e tétil), mas também interfere nas respostas emocionais e
cognitivas do individuo. Sabe-se ainda, que a dor de carater persistente envolve
mecanismos complexos no sitio da lesdo (neurdnio sensorial primario), bem como em
neurdnios do sistema nervoso central (medula espinhal e cérebro). Isto explica, em
parte, porque as drogas disponiveis no mercado, atualmente utilizadas para o
tratamento da dor neuropatica, ndo representam cura para o individuo, apresentando
apenas efichcia moderada ou mesmo paliativa, com o objetivo de restaurar o sono,
manter as funcdes e a melhora da qualidade de vida (GALLUZZI, 2005). Além disso,
muitas destas drogas, ap6s o uso prolongado, produzem varios efeitos indesejaveis.

Em virtude das diferentes etiologias e, principalmente, devido a sua
complexidade, os modelos experimentais atualmente disponiveis ainda nao
reproduzem completamente as manifestacées clinicas da dor neuropética. E provavel
gue existam importantes variagbes entre as suas diversas origens e as respostas
observadas na clinica entre os pacientes. Os mecanismos precisos implicados neste
grupo de doencas e a relacdo entre estes mecanismos e 0s sinais e sintomas

apresentados pelos pacientes ainda ndo sédo bem compreendidos. Provavelmente, um



mecanismo produz determinados sintomas, ou um sintoma pode ser decorrente da
ativacao de varios mecanismos (HARDEN e COHEN, 2003).

Fica, portanto, evidente que o estabelecimento de novos modelos experimentais
gue mimetizem, pelo menos em parte, 0os sintomas persistentes observados em
pacientes com dor neuropatica, ainda € necessario. Neste estudo, foram avaliadas,
pela primeira vez, as alteracdes nociceptivas persistentes decorrentes da APB em
camundongos. Cabe ressaltar que todos os experimentos subsequentes, realizados
para avaliar os mecanismos envolvidos na génese e na manutencdo das respostas
hipernociceptivas induzidas pela APB, foram realizados utilizando a pata traseira direita
do animal. Isto porque, ap6s a APB, tanto as fibras sensoriais quanto as fibras motoras
sdo completamente rompidas resultando na perda da atividade funcional da pata
dianteira operada (forca de flexado dos artelhos). Com isto, 0s animais ndo sdo capazes
de reagir a estimulag&o térmica ou mecénica.

Em camundongos Swiss, foi demonstrado claramente que a APB produz
hipernocicep¢do mecanica persistente e pronunciada por até 80 dias apds a cirurgia, e
de maneira menos evidente, hipernocicepcéo térmica (até 10 dias apds a cirurgia)
quando avaliada na pata traseira direita (QUINTAO et al., 2006). Como ja descrito na
literatura, as respostas hipernociceptivas mecanicas induzidas pela lesdo de nervo
periférico sdo decorrentes da atividade alterada de fibras AP (de baixo limiar),
responsaveis por transmitirem estimulos mecanicos inécuos, que se reorganizam
anatomicamente e passam a mediar a transmissdo dolorosa (MACFARLANE et al.,
1997; WOOLF e MANNION, 1999). Ja as alteragcbes na sensibilidade térmica
envolvem, principalmente, fiboras C n&o-mielinizadas (WOOLF e MANNION, 1999).
Com isto pode-se explicar, em parte, a diferenca na duracdo das respostas

hipernociceptivas mecéanica e térmica, levando-se em conta que vias distintas estao



envolvidas nestes dois tipos de hipernocicepcao (LEE et al., 1994; TAL e BENNETT,
1994). Outro dado importante, observado no presente estudo, € que estas alteracdes
hipernociceptivas observadas em camundongos Swiss sdo semelhantes aquelas
observadas em camundongos da linhagem C57/BL6 e J129, 0 que sugere que estas
linhagens diferentes de camundongos respondem de forma semelhante, em relagcao
aos parametros avaliados, apés a APB.

Os resultados do presente estudo estdo de acordo com aqueles obtidos
anteriormente em ratos (RODRIGUES-FILHO et al., 2003), os quais mostraram a
ocorréncia de hipernocicep¢do mecéanica por até 90 dias apos a APB. O mesmo pode
ser afirmado em relagdo a auséncia de autotomia do membro operado, um processo
frequentemente observado na maior parte dos modelos de dor neuropatica envolvendo
a avulsao de nervos periféricos (LOMBARD et al., 1979; SELTZER, 1995). Outro fato
importante é que as respostas hipernociceptivas observadas apds a APB persistem por
um longo periodo de tempo, sendo observadas em sitios distantes do local da leséo.
Segundo RODRIGUES-FILHO et al. (2003), este fendbmeno parece estar relacionado
com o processo de avulsdo, uma vez que as respostas hipernociceptivas térmica e
mecanica nos membros traseiros foram completamente ausentes apos a constricdo ou
esmagamento do plexo braquial em ratos.

Foi observado ainda que o aumento na sensibilidade mecéanica da pata traseira
direita dos animais submetidos a APB ocorre j& no primeiro dia apés a cirurgia. Como
esta lesdo é decorrente da avulsdo do plexo braquial, muitas das alteracdes plasticas
ocorrem, provavelmente, em um nivel mais alto da medula (medula cervical), quando
comparado com os demais modelos existentes de lesdo de nervo periférico, podendo

acarretar alteracdes plasticas de todo o seguimento medular situado abaixo do nivel da



lesdo. Talvez esta seja uma das possiveis causas da rapida instalacdo das respostas
hipernociceptivas em locais distantes da lesdo (patas posteriores e cauda).

Vale ressaltar que a APB ndo causou comprometimento no ganho de peso dos
animais, bem como na atividade locomotora dos mesmos. Estes resultados sdo de
grande importancia, pois excluem a possibilidade da interferéncia de sinais de
prostracdo nas respostas obtidas com as drogas utilizadas. Entretanto, foi observada
uma alteracdo na coordenacdo motora dos animais quando avaliados 30 dias apos a
APB. Possivelmente, esta alteracdo seja decorrente da perda dos movimentos de
preensdo da pata dianteira submetida a APB que, com o passar do tempo entra em
desuso e perde a funcéo.

Considerando a reproducao dos sintomas observados em humanos, é possivel
dizer que o modelo de APB em camundongos apresenta muitas vantagens com relagcéo
aos demais modelos descritos na literatura, tais como a constricdo parcial ou completa
do nervo ciatico, a transeccdo do nervo espinhal ou a constricdo de raizes lombares
(MALMBERG e BASBAUM, 1998; BESSON, 1999; SOMMER al., 1999; 2001a;
FAIRBANKS et al., 2000), possibilitando ainda a aplicacdo de ferramentas adicionais,
como por exemplo, a utlizagdo de animais com delecdo génica, para maior
entendimento deste processo patoldgico.

Estudos recentes tém demonstrado que uma série de alteragBes bioldgicas
sucede a lesé@o do sistema nervoso, a qual eventualmente resulta na sensibilizacéo de
elementos neuronais envolvidos no processamento de informagdes nociceptivas (para
revisdo ver: BESSON, 1999; WOOLF e SALTER, 2000; JENSEN et al.,, 2001).
Entretanto, a relevancia destas alterac6es moleculares apds a lesdo nervosa ainda ndo

foi determinada. O entendimento dos eventos decorridos apos a lesédo nervosa poderia



representar a solugcdo para a compreensdo dos mecanismos de hiperexitabilidade,
inclusive em relacéo as formas de tratamento.

Como mencionado anteriormente, a lesdo de nervos periféricos acarreta na
infiltracdo de células inflamatdrias como macréfagos e neutréfilos que liberam no sitio
da lesédo, dentre outras citocinas, o TNFa. A producéo destas citocinas também pode
ser decorrente da ruptura das células de Schwann ou da microglia (WATKINS et al.,
1995). Dados da literatura indicam que o0 aumento na expressao de citocinas pro-
inflamatorias (TNFa, IL-6 e IL-1B) € observado no segmento do nervo ciatico apés a
les&o nervosa em ratos (CUI et al., 2000; OKANOTO et al., 2001). Outras evidéncias
experimentais também demonstraram que as acfes do TNFa sdo seguidas do
recrutamento de proteinas adaptadoras associadas com a ativacdo de determinados
fatores de transcrigdo, tais como o NF-kB e o AP-1 (AGGARWAL et al., 2001a, b;
FELDMANN et al., 2001; MACEWAN, 2002). O TNFa exerce a maior parte de seus
efeitos através da ativacdo de dois receptores distintos denominados de “p55” (TNFR1)
e “p75” (TNFR2) (VANDENABEELE et al., 1995). Recentemente, George e
colaboradores (2005) demonstraram a ocorréncia do aumento rapido e transitério dos
niveis de TNFa, seguido pelo aumento na expressdo de ambos os receptores “p55” e
“p75” apds a lesdo por constricdo cronica do nervo ciatico. Além disso, 0s mesmos
autores demonstraram que a regulacdo dos dois receptores para TNFa ocorre de
maneira distinta: enquanto o aumento na expressdo do receptor “p55” apds a lesdo
nervosa € discreto e lento, o aumento na expressdo do receptor “p75” € rapido,
marcante e persistente.

Os dados apresentados neste estudo demonstram pela primeira vez que animais
com delecdo génica para o receptor “p55” ndo desenvolveram hipernocicepcao

mecanica ou térmica quando submetidos a APB, sugerindo que a citocina TNFa



desempenha um papel fundamental no estabelecimento das alteragdes
hipernociceptivas observadas neste modelo. Estes resultados foram estendidos por
outros experimentos em que o anticorpo anti-TNFa foi administrado no momento da
avulsédo, sendo também capaz de prevenir o surgimento da hipernocicep¢cdo mecanica
apos a APB.

Dados da literatura demonstram que a neutralizacdo do TNFa pela aplicacéo
local de anticorpo anti-TNFo no momento da cirurgia € capaz de reduzir tanto a
hipernocicepcdo mecéanica quanto a hipernocicepcao térmica induzidas pela constricao
ou transeccao parcial do nervo ciatico (LINDENLAUB et al.,, 2000; SOMMER et al.,
2001a). Quando o anticorpo foi administrado localmente 4 dias ap0s a cirurgia, o
mesmo foi capaz de causar inibicdo apenas da hipernocicep¢cdo mecanica induzida
pela transeccado parcial do nervo ciatico (SOMMER et al., 2001a). No presente estudo,
evidéncias adicionais envolvendo o TNFa na dor neuropética persistente apos a APB
foram obtidas com a utilizacdo, além do anticorpo anti-TNFa, da talidomida - um
inibidor preferencial da sintese de TNFa. A talidomida e seus analogos sdo capazes de
reduzir a sintese de TNFa, efeito este observado em menor grau para as demais
citocinas (SAMPAIO et al., 1991). Este medicamento foi introduzido no mercado em
1957, como droga hipnoética, sedativa e anti-emética, com a caracteristica de ser
extremamente segura em superdosagens. A primeira suspeita de teratogénese surgiu
em 1961, com o aumento subito na incidéncia de focomelia, 0 que culminou com a
consequente retirada da talidomida do mercado. Porém, em 1998, o FDA (Food and
Drug Administration) aprovou sua utilizacdo para o tratamento de complicacGes
inflamatorias da Doenca de Hansen, e, desde entdo, surgiram novos estudos acerca
dos efeitos antiinflamatorios, imunomoduladores e anti-angiogénicos da talidomida

(CALABRESE e FLEISCHER, 2000).



Como se pode observar no presente estudo, o tratamento sistémico com o
anticorpo anti-TNFa ou com a talidomida causou reducdo significativa da
hipernocicepcdo mecanica induzida pela APB, tanto quando administrados no
momento, quanto 4 dias apdés a cirurgia. SOMMER e colaboradores (1998b)
demonstraram que a talidomida foi efetiva em inibir os efeitos comportamentais
(hipernocicepcdo mecanica) induzidos pela constricdo do nervo ciatico em ratos,
apenas quando administrada no momento da cirurgia. Entretanto, quando os animais
foram tratados no 6° dia pés-cirargico nenhum efeito foi observado. Em outro estudo, a
talidomida foi capaz de reduzir a hipernocicepcdo mecanica e térmica no mesmo
modelo citado acima, sendo que este efeito foi diretamente relacionado com a reducao
dos niveis endoneurais de TNFa (GEORGE et al., 2000). Estes dados permitem
sugerir que o TNFa exerce um importante papel na instalagdo e na manutencdo do
comportamento hipernociceptivo induzido pela APB em camundongos.

Em estudos preliminares, Shubayev e Myers (2001, 2002) demonstraram que a
constricdo parcial do nervo ciatico em ratos induz aumento nos niveis de TNFa tanto
no sitio da lesdo quanto no ganglio da raiz dorsal, entre o 2° e o 5° dia apds a cirurgia.
Tem sido descrita também, a ocorréncia tanto de transporte retrogrado quanto
anterégrado de TNFa apo6s a lesdo nervosa periférica (SCHAFERS et al.,, 2002;
SHUBAYEV e MYERS, 2002). Covey e colaboradores (2002) observaram um aumento
nos niveis de TNFa na medula espinhal toraco-lombar e em neurdnios localizados no
locus coeruleus ap0s a constricdo do nervo ciatico. Recentemente, Schéfers et al.
(2003) sugeriram que apOs a lesdo nervosa, a hipernocicep¢do somatotopicamente
delimitada reflete o processamento alterado de impulsos nervosos no géanglio da raiz
dorsal ndo lesionado e que, estas alteracdes envolvem a participacdo da citocina

TNFa. Sabe-se também que a injecéao intraneural de TNFa, em doses fisiolégicas, é



capaz de causar hipernocicepcdo mecéanica e térmica de carater persistentes, com o
envolvimento, principalmente, de fibras C (ZELENKA et al., 2005).

Os resultados aqui apresentados, em conjunto com os dados da literatura,
demonstram, claramente, o importante papel desempenhado pela citocina pro-
inflamatoria TNFa em alguns modelos animais de dor neuropatica. Pode-se sugerir que
a inibicdo farmacologica da producdo do TNFa ou o bloqueio de seus receptores
poderia constituir uma estratégia terapéutica bastante interessante nos casos de
alterac6es dolorosas cronicas, que ainda permanecem sem tratamento satisfatério. De
fato, o Etanercept, uma forma recombinante do receptor TNFa ‘p75’-Fc, tem sido
utilizado com sucesso em pacientes com artrite reumatéide, com o objetivo de reduzir a
dor e a inflamacédo (MORELAND et al., 1997). Foi ainda demonstrado que o tratamento
sistémico com Etanercept € capaz de reduzir a hipernocicep¢cdo mecanica e térmica
apos a constricdo do nervo ciatico ou ligagcdo dos nervos espinhais em camundongos
(SOMMER et al., 2001b). Além do mais, em humanos, o Etanercept também apresenta
efeitos favoraveis na dor cervical decorrente de lesdo no disco intervertebral,
permitindo uma restauracéao significativa da funcédo (TOBINICK, 2003).

J& esta claro na literatura o fato de que, além do TNFa, os fatores neurotréficos
constituem importantes mediadores na hipernocicepcao de origem inflamatéria e
neuropatica (SAH et al., 2003) e, alguns trabalhos indicam que o0 aumento na
expressdo de NGF, BDNF e GDNF é secundario ao aumento nos niveis de TNFa
(WOOLF et al., 1997; MENDELL et al., 1999; ONDA et al., 2004). Com base nestas e
outras evidéncias procuramos avaliar a importancia de determinados fatores
neurotréficos nas respostas hipernociceptivas induzidas pela APB. Os fatores
neurotroficos fazem parte de uma familia de pequenas proteinas secretorias diméricas

gue afetam todos os aspectos biolégicos dos neurdnios (para revisao ver. POO, 2001).



Recentemente, estas proteinas tém sido alvos da investigagdo acerca dos mecanismos
envolvidos na dor cronica (THOENEN e SENDTNER, 2002; SAH et al., 2003). Sendo
assim, o presente estudo avaliou o papel desempenhado pelos fatores neurotréficos
tanto na instalagdo, como na perpetuacao da hipernocicep¢cdo mecanica induzida pela
APB em camundongos, através da administracdo de anticorpos contra NGF, NT-3,
GDNF ou BDNF, em diferentes intervalos de tempo e por vias de administracao
distintas.

Os resultados apresentados sugerem fortemente que o NGF estd envolvido
tanto na génese, quanto na manutencdo das alteracbes hipernociceptivas induzidas
pela APB. Primeiramente, o anticorpo anti-NGF foi capaz de retardar por um longo
periodo de tempo o desenvolvimento da hipernocicep¢do mecénica induzida pela APB,
quando administrado sistemicamente ou por via intratecal no momento da cirurgia, ao
passo que o mesmo reduziu parcialmente a resposta hipernociceptiva quando instilado
no local e no momento da lesdo. Porém, quando administrado no 4° dia apés a cirurgia,
0 anticorpo anti-NGF ndo causou nenhuma alteracdo, independente da via de
administracdo. Como mencionado anteriormente, o NGF foi o primeiro fator
neurotréfico a ser descoberto e purificado, representando o prototipo das neurotrofinas
(LEVI-MONTALCINI, 1987). Seus efeitos sdo mediados por dois receptores, o0 receptor
de tirosina quinase TrkA e o receptor ndo especifico para neurotrofinas p75" ',
conhecido por se ligar a outras neurotrofinas, tais como NT-3 e BDNF (CHAO, 2003). O
NGF é comumente sintetizado e secretado pelos tecidos alvo, ligando-se a seus
receptores nos terminais axonais. Em seguida, o complexo NGF-receptor sofre
internalizacdo e é transportado de maneira retrégrada aos corpos celulares dos
neurbnios sensoriais (POO, 2001), o que pode sugerir a interagdo com vias

nociceptivas, tanto no SNP quanto no SNC. Até entdo, sabe-se que o NGF é capaz de



induzir hiperalgesia mecéanica e térmica em ratos (MALIK-HALL et al., 2005) e que a
sensibilizacdo sensorial causada por agentes inflamatorios parece ser dependente de
NGF (MA e WOOLF, 1997). Além disso, os niveis de NGF e a expressédo de seus
receptores estdo aumentados em animais submetidos ao modelo de lesdo do nervo
periférico ou lesdo medular (RAMER et al., 1997). Dados da literatura demonstram
também que agentes que bloqueiam a acdo do NGF sdo efetivos, pelo menos em
parte, em prevenir a hipernocicep¢do mecanica e térmica (THEODOSIOU et al., 1999;
GWAK et al., 2003; LI et al., 2003). No presente estudo, demonstramos primeiramente
que o TNFa esta implicado nas respostas hipernociceptivas apos a APB (QUINTAO et
al., 2006). Levando-se em conta que o aumento dos niveis de NGF apoés leséo tecidual
parece estar ligado diretamente a producdo de TNFa (CORREALE e VILLA, 2004;
ONDA et al., 2004), € possivel inferir que a producdo de NGF (provavelmente apds a
producdo de TNFa) esta implicada na génese da hipernocicep¢cdo mecanica induzida
pela APB, contribuindo dessa forma para a sensibilizacdo central subseqiente através
de mediadores adicionais.

Apesar da auséncia de efeito do anticorpo nos 5 primeiros dias, quando
administrado no local da lesdo, o NGF parece ter uma participacdo importante na
inducdo das respostas hipernociceptivas apés a APB, quando se observa o
proeminente efeito do anticorpo administrado sistemicamente e por via intratecal. Este
dado nos leva a questionar se estes anticorpos, quando administrados sistemicamente,
ndo estariam transpondo a barreira hematoencefalica e atuando em neurdnios
medulares. De fato, ndo € possivel afirmar que a barreira hematoencefalica encontra-
se rompida apos a APB. Entretanto, se for considerado que a leséo nervosa é seguida

de uma resposta inflamatodria, acompanhada de migracdo celular e da liberacdo de



mediadores (tais como BK e SP), é possivel admitir que talvez esta barreira apresente
suas funcdes alteradas.

Outro aspecto investigado foi o papel do fator neurotrofico GDNF ap6s a APB. O
GDNF é capaz de ativar um sistema Unico de receptores, um complexo composto por
um receptor de tirosina quinase, c-Ret, e um receptor ancora GFRa (SAARMA, 2001).
Todavia, o papel do GDNF como um neuromodulador na transmissdo medular da dor é
ainda controverso. Segundo Hoane e colaboradores (1999), a administracéo i.c.v. de
GDNF promove hipernocicepcédo em ratos, enquanto que outros trabalhos demonstram
gue a injecdo i.t. do anticorpo contra 0 GDNF reduz as respostas hiperalgésicas
evocadas pelo adjuvante completo de Freund (CFA) (FANG et al., 2003; AMAYA et al.,
2004). Boucher et al. (2000) apontou 0 GDNF como sendo antinociceptivo em modelos
de dor neuropatica em ratos. Entretanto, estudos recentes demonstram que a injecao
intratecal de GDNF é capaz de causar alteracdes nas fibras nociceptivas (JONJEN et
al., 2005). Amaya e colaboradores (2004) demonstraram também que o aumento da
expressao do receptor TRPV1 durante a inflamacao periférica € decorrente do aumento
nos niveis de GDNF nas fibras sensoriais.

Em nossos experimentos, o anticorpo anti-GDNF foi capaz de prevenir de forma
consistente a hipernocicep¢cdo mecanica associada a APB, por um longo periodo de
tempo (por até 20 dias) quando administrado localmente, sistemicamente (por até 14
dias) ou por via i.t. (por até 7 dias) no momento da cirurgia. Estes resultados nos
permitem sugerir que o GDNF modula positivamente o desenvolvimento da
hipernocicepcdo apés a APB. Foi também demonstrado que a injecdo i.c.v. de
anticorpo anti-GDNF, no momento da cirurgia, ndo afetou significativamente as
respostas hipernociceptivas secundarias a APB. Acredita-se que o GDNF é sintetizado

e liberado imediatamente na periferia apos a lesdo nervosa, sendo entao transportado



anterogradamente ao ganglio da raiz dorsal (DRG). Entretanto, o anticorpo contra o
GDNF nao foi capaz de interferir com a manutencao da hipernocicep¢do mecénica, ja
gue ndo apresentou efeito quando administrado 4 dias apds a cirurgia. Com base
nestes achados, pode-se pressupor que o0 GDNF (produzido por tecidos periféricos)
exerceria um papel crucial na génese das respostas hipernociceptivas apés a APB
como um agente modulador, ndo nos permitindo afirmar que este fator neurotrofico é
um mediador antinociceptivo. Estas conclusbes sao baseadas nos resultados obtidos
com as administracdes do GDNF diante de um quadro de hipernocicep¢cdo mecénica ja
instalada, as quais nao tiveram efeito algum.

A neurotrofina NT-3 possui um papel essencial na sobrevivéncia neuronal
sensorial e simpatica durante o periodo de desenvolvimento (SNIDER, 1994). De
maneira semelhante a outras neurotrofinas, a NT-3 € expressa em tecidos nao-
neuronais periféricos, tais como vasos sangliineos e diferentes 6rgdos que recebem
inervacdo simpatica. A neurotrofina NT-3 € capaz de ativar os receptores TrkA e TrkB,
em adic&o ao seu receptor preferencial TrkC (FRANCIS et al., 1999; KURUVILLA et al.,
2004). A exemplo do GDNF, h& dados controversos descrevendo os efeitos da
neurotrofina NT-3 em estados nociceptivos, mas sabe-se que ocorre um aumento dos
niveis de NT-3 nas células satélites do ganglio da raiz dorsal, apdés lesdo nervosa
periférica (ZHOU et al., 1999). No presente estudo, a hipernocicep¢cdo mecanica
induzida pela APB foi inibida de forma marcante pela administracdo sistémica ou i.t. do
anticorpo anti-NT-3 e, de maneira mais discreta, pela aplicagéo local do anticorpo no
momento da cirurgia. Por outro lado, a administracéo i.t. do anticorpo anti-NT-3, no 4°
dia ap0s a cirurgia, produziu apenas uma reducdo parcial da hipernocicepcao
mecéanica. Em conjunto, estes resultados suportam a idéia de que a NT-3 esta mais

envolvida no processo de estabelecimento das alteragcbes sensoriais mecéanicas



induzidas pela APB, embora seu envolvimento na manutencdo deste quadro n&o possa
ser totalmente descartado.

A participagcdo do BDNF nas respostas hipernociceptivas induzidas pela APB
também foi avaliada no presente estudo. O BDNF encontra-se constitutivamente
expresso em neurbnios do DRG, especialmente em neurdnios de pequeno e médio
diametro, bem como em estruturas cerebrais (ALTAR et al., 1997). Entretanto, sua
expressdo pode ser aumentada apoOs lesdo direta do nervo periférico (KASHIBA e
SENBA, 1999). Este fator neurotrofico tem sido reconhecido como um neuromodulador
sensorial no corno dorsal da medula espinhal (THOMPSON et al., 1999). Algumas
evidéncias tém demonstrado que tanto les6es neuronais periféricas, como centrais sao
acompanhadas por aumento dos niveis de BDNF nos terminais de neur6nios
periféricos e em neurénios na medula espinhal (SAH et al., 2003). E importante
mencionar que o NGF é responsavel pelo aumento da expressdo de BDNF no DRG
(FUKUOKA et al., 2001).

Nossos resultados corroboram os dados da literatura e estendem as evidéncias
acerca da importancia do BDNF nas neuropatias. Em nosso modelo, de maneira
interessante, o anti-BDNF, administrado localmente, sistemicamente (i.p.) ou por via
intratecal no momento da cirurgia, foi capaz de retardar o aparecimento da
hipernocicepcado mecanica. Estes efeitos podem ser relacionados com a capacidade do
BDNF em agir na periferia ou de maneira paracrina, pois alguns neurdnios do DRG
expressam o receptor TrkB, o receptor de alta afinidade para o BDNF (KASHIBA et al.,
1997). Surpreendentemente, a administragao por via i.c.v do anticorpo anti-BDNF, no
4° dia apos a cirurgia, inibiu expressivamente a hipernocicep¢do mecanica por até 20

dias ap6s a APB. Por outro lado, o tratamento i.t. com o anticorpo anti-BDNF, no 4° dia,



foi capaz de reduzir a hipernocicepcdo mecéanica apenas por 48 h apds a
administragao.

De acordo com os resultados aqui apresentados, os efeitos do anticorpo anti-
BDNF, administrado por via i.t.,, tanto no momento da cirurgia, quanto 4 dias apos,
foram completamente ausentes no 7° dia ap6s a APB. E importante ressaltar que
nenhuma inibicdo adicional foi observada quando um protocolo de injecdes repetidas
foi realizado (administracdo do anticorpo por via i.t. no momento da APB e no 4° dia
pds-operatorio, resultados ndo mostrados). Tais resultados nos levam a acreditar que
um novo evento caracterizado pela expressdo de outras proteinas possa estar
mediando as respostas hipernociceptivas a partir do 7° dia.

Este grupo de resultados sugere que o BDNF ou o seu receptor podem estar
aumentados em algumas estruturas do cérebro apés a APB. Ademais, apés a sua
sintese, o BDNF derivado tanto do DRG como de neurbnios cerebrais pode ser
liberado e ativar neurdnios sensoriais de segunda ordem (MICHAEL et al., 1997) ou
estimular a fosforilagdo de receptores NMDA nos neurdnios espinhais, um mecanismo
bem estabelecido de sensibiliza¢cédo central (THOMPSON et al., 1999). Por esta razao,
em contraste com os outros fatores neurotréficos estudados, além do papel significativo
gue exerce na génese da hipernocicepcdo mecanica apés a APB, o BDNF também
parece ser critico na manutencao do quadro.

Quanto ao tipo de receptor envolvido nas ac¢bes dos fatores neurotroficos,
acredita-se que as respostas hipernociceptivas decorrentes da agcdo do NGF, BDNF e
NT-3 sejam principalmente dependentes da ativacdo dos receptores TrKA, TrKB e
TrKC, respectivamente. Atualmente, pouco se sabe acerca da relevancia funcional do
receptor p75"'R. Entretanto, uma correlacéo entre o aumento na expressdo do receptor

p75""R e a morte neuronal tem sido estabelecida no cértex motor de ratos adultos.



Ap6s axotomia, 0s neurénios corticoespinhais passam a expressar o receptor p75"'~, 3
dias apds a lesao, coincidindo com o tempo de ocorréncia de morte celular (GIEHL et
al.,, 2001). A Tabela 1 (SNIDER, 1994; BARBACID, 1995) demonstra o fenétipo de
animais com alteracGes génicas para as neurotrofinas e seus respectivos receptores.
Como podemos observar, as alteracées nociceptivas sdo observadas principalmente
em animais com deficiéncia de NGF e do receptor TrkA. Poucas alteracdes sensoriais
foram observadas nos animais deficientes para o receptor p75"'". Nenhuma alteraco
nociceptiva foi encontrada nos animais com deleg&do génica para o BDNF, NT-3, TrkB
ou TrkC. Entretanto, com base nos dados apresentados neste trabalho, podemos inferir
gue em estados patoldgicos estas neurotrofinas aparentemente tém um importante

papel na modulagao das vias sensoriais.

Tabela 1: Deficiéncias observadas no animais com delecdo génica para as neurotrofinas e
seus receptores. Adaptado de Snider (1994) e Barbacid (1995)

Fenotipo p75"""  NGF TrkA BDNF TrkB NT-3 TrkC
Perda neuronal alauma sever sever sever sever marcan marcan
9 a a a a te te

Ganglio cervical nio 95% 95% niao  ndo 50 % 25 0%

superior

Ganglio trigeminal nao 70% 70% 40% 90% 60 % ?
Sirr‘ggg nodoso / ? ndo ndo 85%  ? 40 % ?
Ganglio vestibular ? ? ? 30% 30% 20 % ?
DRG sim 70% 70% nao nao 65 % 20 %
Funcao

Nocicepcéao parcial fraca fraca normal normal normal normal
Equilibrio normal nc;rlm normal pouca ? normal  normal
Propriocepcao normal "™ normal normal normal pouca Pouca

al

Dados da literatura apontam os receptores B; e B, para cininas como outros

alvos da acdo do TNFa em lesdes de nervos periféricos e processos inflamatérios



persistentes (para revisdo ver: LEEB-LUNDBERG et al., 2005). Lee e colaboradores
(2002) demonstraram que o NGF foi o fator mais importante para o aumento na
expressao do receptor B, das cininas apos lesdo nervosa periférica. Ademais, estudos
realizados com cultura de células do DRG demonstraram que o fator neurotréfico
GDNF foi capaz de aumentar a expressao funcional do receptor B; para cininas em
aproximadamente 20 % da populacao neuronal total e, que 0 aumento na expressao do
receptor ja era observado durante o processo de dissecacdo do DRG (VELLANI et al
2004). Com base nestes experimentos, 0s autores sugerem que o GDNF liberado de
células do tecido vizinho, em conjunto com células inflamatérias, poderia agir sobre o
neurdnio periférico lesionado, modulando a expressdo do receptor B;. Acredita-se
ainda que este fator neurotréfico seja responsavel pelo balanco entre as populagfes de
receptores B e B;.

O papel das cininas nas respostas nociceptivas em animais ja esta bem
estabelecido, hd mais ou menos duas décadas (para revisdo ver: CALIXTO et al., 2000;
2001; 2004; CAMPOS et al., 2006; LEEB-LUNDBERG et al., 2005). Atualmente, a
ativacdo do receptor B, tem sido relacionada com a fase inicial da dor inflamatoria,
enquanto a estimulacdo do receptor B; estaria associada com processos patologicos
mais persistentes. De fato, o aumento nos niveis de RNAm para o receptor By, ou da
proteina, foi descrito no DRG ap0s lesdo por constricdo do nervo ciatico em ratos e
camundongos (PETERSEN et al., 1998; ECKERT et al., 1999; LEVY e ZOCHODNE,
2000; YAMAGUCHI-SASE et al., 2003; RASHID et al., 2004). Walker et al. (1995) ja
afirmavam a existéncia de componentes do sistema calicreina-cininas no SNC, em
regides como cortex, tronco encefalico, cerebelo e hipotalamo, o que seria condizente
com a atuagdo das cininas no controle central da dor. Foram evidenciadas também,

concentragfes razoaveis de BK na medula, cerebelo e cértex, bem como uma



densidade moderada de sitios de ligagdo para a BK no hipocampo (PERRY e
SNYDER, 1984; KARIYA et al., 1985; FUJIWARA et al., 1989; COUTURE e LINDSEY,
2000). Petersen e colaboradores (1998) demonstraram que apds a lesdo parcial ou
axotomia do nervo ciatico ocorrem alteragbes na expressao de neuropeptideos e de
receptores para cininas em neuronios do DRG. Ademais, em estudos in vitro, o
aumento na expressado de receptores B; e B, para cininas parece estar relacionado
com a interacéo da neurotrofina NGF com o receptor p75"'~ (PETERSEN et al., 1996).
Todas estas altera¢des ocorrem tanto no lado ipsilateral a lesédo, como também no lado
contralateral. Estas mudancas parecem ter como pré-requisito a lesdo nervosa, uma
vez que em animais falso-operados nao ocorre aumento na expressdo destes
receptores (PETERSEN et al., 1998). Levy e Zochodne (2000) demonstraram que a
les@o nervosa periférica esta associada com o aumento na expressdao do mRNA para
0s receptores B; e B, nos DRG, apesar da existéncia de receptores de forma
constitutiva. Ainda, os mesmos autores relataram o aumento da expressdo destes
receptores no lado contralateral & lesdo. Estes dados, juntamente com evidéncias
comportamentais, permitem sugerir que 0s receptores cininérgicos estdo envolvidos no
desenvolvimento e na manutencao da hipersensibilidade térmica apés a lesdo nervosa.
Mais recentemente, Rashid e colaboradores (2004) demonstraram a ocorréncia da
sintese de novo dos receptores B; para cininas apos a lesédo parcial do nervo ciatico,
principalmente em neurdnios mielinizados do DRG, enquanto que a expressao dos
receptores B, encontra-se reduzida. Dados da literatura relatam que os antagonistas
para o receptor B, sdo capazes de causar reducao significativa, porém em menor grau
do que a induzida por antagonistas do receptor B;, no modelo de hiperalgesia
mecanica ipsilateral induzida pela injecdo de CFA (PERKINS et al., 1993; BURGESS et

al.,, 2000). Entretanto, outros autores demonstraram que a hiperalgesia térmica



induzida pela inje¢&o intraplantar de CFA néo foi modificada em animais com deleg&o
génica para o receptor B, (RUPNIAK et al., 1997). Resultados similares foram obtidos
por Ferreira et al. (2001), onde animais com deficiéncia do receptor B, apresentaram
essencialmente o mesmo comportamento hipernociceptivo apés a injecdo de CFA, em
relagdo aos animais selvagens. Estes resultados foram confirmados através da
utilizagdo do antagonista seletivo para o receptor B,, HOE-140. Outro fato interessante
€ que a resposta hiperalgésica induzida pelo agonista seletivo do receptor B1, a des-
Arg®-BK, é potencializada em animais com delecdo génica para o receptor B,, em
comparacao com animais selvagens (FERREIRA et al., 2002). Estes dados reforcam a
hipotese de que pode ocorrer um aumento compensatério na expressao do receptor B;
em animais com delecdo génica para o receptor B, (MADEDDU et al., 1997; DUKA et
al., 2001).

De forma interessante, no presente estudo, animais com delecdo génica dos
receptores B, apresentaram uma reducéo discreta, embora significativa, da respostas
hipernociceptivas mecanicas apos a APB, um efeito que foi observado apenas em dois
intervalos de tempo (4° e 7° dia apds a cirurgia). Entretanto, ndo houve reducédo
significativa da hipernocicepcdo térmica, em comparacdo aos animais-selvagens
operados. Estas observagdes sugerem que, diferentemente dos outros modelos, este
receptor ndo parece exercer papel primordial para a instalagdo do quadro neuropético
induzido pela APB em camundongos. Estendendo estes dados, a administracédo do
antagonista para o receptor B,, HOE-140, tanto no momento da cirurgia, quanto 4 dias
apos, nao foi capaz de alterar as respostas hipernociceptivas induzidas pela APB. Além
disso, ndo foi observada também diferenca significativa entre a expressao deste
receptor na medula espinhal de camundongos submetidos a APB (4 dias ap6s a

cirurgia), quando comparados com animais falso-operados.



Pesquero e colaboradores (2000) desenvolveram uma interessante ferramenta
que veio auxiliar no entendimento do papel dos receptores B; para cininas nas
diferentes doencas, inclusive nos processos nociceptivos. Camundongos com
deficiéncia no receptor B; apresentaram hipoalgesia em modelos quimicos de
nocicepgao, provavelmente relacionada com uma reducgéo da facilitagdo dependente de
atividade (Wind-up) dos reflexos espinhais nociceptivos (PESQUERO et al., 2000). Os
dados do presente estudo mostram claramente que o receptor B; desempenha um
papel critico no estabelecimento do comportamento hipernociceptivo causado pela
APB, o0 que pode ser evidenciado pela completa auséncia das respostas
hipernociceptivas mecéanica e térmica nos animais com delecdo génica para este
receptor. Ma et al. (2000) e Wotherspoon e Winter (2000) relataram a presenca de
receptores B; constitutivos em neurbnios sensoriais de ratos e camundongos, podendo
justificar desta forma a redugé&o das respostas nociceptivas nos animais com delecao
génica para o receptor Bs, ja nos intervalos de tempo iniciais apos a APB.

A participacdo do receptor B; para cininas foi demonstrada anteriormente em
modelos de dor inflamatoria persistente, onde animais com dele¢cdo génica para o
receptor B; apresentaram reducdo na sensibilidade térmica ipsilateral a injecdo de
CFA. Além do mais, a delecdo génica dos receptores B; também parece modular as
alteracdes nociceptivas na pata contralateral. O mesmo foi confirmado utilizando o
antagonista seletivo para o receptor, des-Arg®-[Leu®]-BK (FERREIRA et al., 2001).
Estes dados confirmam o importante papel do receptor B; na modulacéo de estados
nociceptivos persistentes. Resultados semelhantes foram observados em modelos de
hiperalgesia ap0s a indugéo de diabetes por estreptozotocina em camundongos, onde
antagonistas seletivos para o receptor B; foram capazes de inibir a hiperalgesia térmica

(GABRA e SIROIS, 2002; 2003).



Foi demonstrado que a exacerbacdo da hiperalgesia térmica em animais
diabéticos, através da administracdo de agonistas do receptor B;, parece envolver a
liberacdo de neuropeptideos como substancia P e CGRP, bem como a inducdo da
enzima iNOS (oxido nitrico sintase induzida) (GABRA e SIROIS, 2004). Outros dados
da literatura demonstram que o antagonista seletivo para o receptor B, R-715, € capaz
de reduzir de forma significativa as respostas nociceptivas de origem inflamatoria
(GABRA e SIROIS, 2003) e, que o potente antagonista nao-peptidico seletivo para o
receptor B; (ativo por via oral), o recentemente sintetizado SSR240612, é eficaz em
prevenir a hipernocicepc¢ao térmica induzida pela constricdo parcial do nervo citico em
ratos (GOUGAT et al.,, 2004). Os dados do presente trabalho demonstram que a
administracao local ou sistémica de ambos os antagonistas dos receptores B, R-715 e
SSR241206, preveniu de maneira significativa a hipernocicep¢do mecéanica induzida
pela APB (por até 10 dias apos a avulsdo), quando aplicados no momento da cirurgia.
Estes resultados novamente a relevancia do receptor B; no sitio da lesdo para o
estabelecimento do quadro hipernociceptivo neste modelo de dor neuropatica.

Ha evidéncias de que, em modelos de constricdo cronica do nervo ciatico, a
administracdo de antagonistas seletivos para os receptores B; ou B; reduz a
hipersensibilidade mecanica, sugerindo o envolvimento das cininas e seus receptores
no periodo mais tardio da hipersensibilidade (YAMAGUCHI-SASE et al., 2003). O
mesmo foi observado no presente estudo com a administracdo de R-715 ou
SSR240612 por via intraperitonial, espinhal ou i.c.v. no 4° dia apés a cirurgia. O papel
do receptor B; frente a um quadro de hipersensibilidade ja instalada parece envolver
ndo somente o sitio da lesdo, mas, também, provavelmente, sitios espinhais e supra-
espinhais. O aumento da expressao do receptor B1 para cininas no tecido da medula

espinhal de camundongos submetidos a APB, obtido através da técnica de Western



blot, confirmam a hipotese do envolvimento de vias espinhais no controle da
hipernocicepgdo no 4° dia ap0s a cirurgia. Ademais, foi também observado niveis
aumentados de RNAm para este receptor, em relacdo aos animais falso-operados, no
hipotalamo, tdlamo e cortex (estruturas conhecidas por participarem do processo de
percepcao, aprendizado, prote¢do e controle enddgeno da dor) de animais submetidos
a APB, confirmando o possivel envolvimento de estruturas supraespinhais no controle
da hipernocicepcao neste modelo de dor neuropética. Desta maneira, estes dados nos
permitem sugerir que a perpetuacado do quadro neuropético apdés a APB dependeria,
pelo menos em parte, do aumento da expressédo dos receptores B; para cininas em
estruturas centrais relacionadas ao controle da dor.

Ferreira et al. (2005) demonstraram que a delecao génica do receptor B; € capaz
de praticamente abolir a hipersensibilidade nociceptiva produzida pela constricdo
parcial do nervo ciatico. Nesse mesmo estudo, os autores observaram também que o
RNAmM para o receptor B; € expresso de forma constitutiva em algumas estruturas
Importantes para a detecgao, transmissao e a modulagéo da dor, incluindo o tecido da
superficie plantar, o nervo ciatico, a medula espinhal e o cortex cerebral de
camundongos. Ademais, o0 envolvimento do receptor B; em estados neuropaticos foi
confirmado pelo aumento da expressdo do RNAm para o receptor B; no 7° dia apds a
constricdo parcial do nervo ciatico, no tecido da pata ipsilateral & constricdo, no nervo
ciatico e na medula espinhal. Um fato interessante € que o receptor B;, ao contrario do
receptor By, ndo sofre dessensibilizacdo, podendo ser responsével pela manutengéo do
guadro nociceptivo persistente (PRADO et al., 2002). Neste contexto, outro objetivo do
presente estudo foi avaliar o envolvimento dos receptores B; em fases mais tardias da
hipernocicepcdo causada pela APB. Para tanto, os antagonistas para o receptor B;

foram administrados por diferentes vias no 30° dia ap0s a cirurgia. E possivel sugerir



gue o envolvimento do receptor B; passa a ser especialmente importante em estruturas
cerebrais e ndo mais em sitios periféricos e espinhais. Esta conclusao é baseada nos
seguintes resultados: (1) a administragcao sistémica dos antagonistas para o receptor B;
(30 dias apo6s a APB) nao foi capaz de alterar de forma significativa a hipernocicepgéo
mecanica induzida pela APB; (2) o tratamento com 0s antagonistas seletivos para o
receptor B; por via i.t. produziu apenas uma alteragcdo parcial das respostas
hipernociceptivas; (3) a administracdo i.c.v dos antagonistas para o receptor B; foi
capaz de reduzir de maneira significativa e duradoura a hipernocicep¢cdo mecanica
observada apés a APB em camundongos (por até 6 h apds o tratamento); (4) foi
observado o aumento na expressao do receptor B; na medula e nos niveis de RNAm
para este receptor em diferentes estruturas do cérebro (hipotalamo, tdlamo e cértex) 4
dias apos a cirurgia.

Os dados obtidos neste estudo contribuem com dados ja descritos na literatura,
onde as lesfes nervosas tém sido freqlentemente associadas a liberagédo de citocinas,
tais como TNFa e IL-13 (WOOLF et al., 1997), que por sua vez podem aumentar a
expressao periférica de NGF e GDNF (HEUMANN et al., 1987; HOKE et al., 2000).
Estes mesmo fatores neurotréficos demonstraram tem um importante papel no
processo de instalacdo das respostas hipernociceptivas induzidas pela APB. Sabe-se
ainda que o NGF é capaz de sensibilizar nociceptores de maneira indireta, por
estimular a liberacdo de outros mediadores inflamatorios (tais como BK, prostaglandina
e histamina) a partir de mastécitos (HEFTI et al.,, 2005). De maneira interessante,
evidéncias recentes mostram que o GDNF esta envolvido no aumento da expressao de
receptores B; para cininas, contribuindo assim para a perpetuacao da hipernocicep¢ao
(VELLANI et al., 2004). Por fim, o NGF liberado no sitio da leséo pode ser transportado

para o DRG, promovendo aumento da expressdo de BDNF (APFEL et al., 1996) e



reduzindo o limiar do reflexo nociceptivo espinhal. Nossos resultados nos permitem
sugerir que as citocinas pro-inflamatorias, em particular o TNFa, em conjunto com os
fatores neurotroficos NGF e GDNF exercem um papel fundamental na instalacdo do
guadro hipernociceptivo. Estes mediadores parecem iniciar uma cascata de eventos
responsaveis pelo desenvolvimento das respostas nociceptivas observadas no modelo
de APB, através da modulacdo de uma ou mais vias de controle da dor. Por outro lado,
o fator neurotrofico BDNF e o receptor Bi para cininas parecem também estar
relacionados principalmente com a manutencéo da hipernocicep¢do mecéanica induzida
pela APB em camundongos. A Figura 28 sugere as possiveis formas de participacao
destes mediadores nas 3 principais fases envolvidas na dor neuropatica, (1) as
alteracdes iniciais decorrentes da lesdo do nervo periférico, (2) o processo de
sensibilizacdo de neurénios medulares e (3) alteracdes plasticas envolvendo estruturas
supra-espinhais do controle da dor.

Em concluséo, os resultados do presente estudo demonstram que a APB em
camundongos constitui um novo modelo de dor neuropatica persistente, podendo ser
uma ferramenta valiosa para o entendimento dos mecanismos envolvidos na etiologia
destas doencas, bem como na investigacdo de novas drogas para o tratamento de
neuropatias periféricas. Nossos resultados em conjunto com dados descritos na
literatura ressaltam a relevancia da citocina TNFa e de fatores neurotréficos na génese
da hipernocicepcdo mecéanica induzida pela APB em camundongos. Além disso,
podemos sugerir que o fator neurotréfico BDNF e o receptor B; para cininas estao
intimamente envolvidos com o0 processo de manutencdo das respostas
hipernociceptivas observadas neste modelo. Considerando que a terapia atual
necessita de drogas efetivas e seguras para o tratamento da dor neuropéatica, os alvos

investigados neste estudo podem representar valiosas estratégias farmacoldgicas que



provavelmente receberdo muita atencdo por parte de pesquisadores e de industrias

farmacéuticas mundiais.
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Figura 28. Proposta para os possiveis mecanismos envolvidos na génese e na
manutencdo das respostas hipernociceptivas induzidas pela APB em camundongos.
Logo ap6s a APB parece ocorrer a liberacdo de TNFa, que por sua vez, faria com que células
inflamatdrias (neutréfilos e macréfagos) migrassem para o sitio da lesdo, secretando mais
TNFa. Esta citocina poderia também ser responsavel pela liberacdo de fatores neurotréficos de
células inflamatérias ap6s a APB, tais como NGF, GDNF e NT-3. O NGF participa da
degeneracao do nervo periférico lesionado, do aumento na expressdo de BDNF no DRG, bem
como de sensibilizar diretamente fibras aferentes periféricas ipsilateral a lesdo. O GDNF
também parece participar do processo de sensibilizacdo das fibras nociceptivas, através do
aumento nos niveis da expresséo do receptor B; para cininas. A neurotrofina NT-3, apesar de
desempenhar um papel mais discreto na hipernocicepc¢éo induzida pela APB, poderia estar
envolvida nas possiveis alteracdes plasticas medulares. E possivel que o aumento nos niveis
de BDNF leve a sensibilizacdo medular e central através da ativacéo do receptor NMDA. Esta
sensibilizacdo parece ocorrer antes de 24 h apés a lesdo, uma vez que altera¢des sensoriais
séo observadas no 1° dia apos a APB. Além do BDNF, o receptor B; para cininas parecer ter
uma participacdo importante na manutencdo deste processo hipernociceptivo, através da
sensibilizacdo das vias supra-espinhais do controle da dor, fazendo com que estas alteracdes
sejam observadas por um longo intervalo de tempo. Evidéncias da participacdo (+); Sem

evidéncias da participagdo (-).
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