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RESUMO

O presente estudo investiga o papel do receptor TRPAI no
desenvolvimento e manuten¢do da hiperalgesia mecanica e inflamatoria
na inflamagdo persistente induzida pelo Adjuvante Completo de Freund
(CFA) em camundongos. A inje¢do intraplantar (i.pl.) de CFA induz
uma hiperalgesia de longa durago (28 dias) para o estimulo mecanico e
térmico. A inje¢do intraperitoneal (i.p., 30-300 mg/kg), intraplantar
(i.pl., 100 pg/sitio) ou intratecal (i.t., 10 pg/sitio) do antagonista seletivo
dos receptores TRPA1, o HC-030031, reduz significativamente a
hiperalgesia mecénica avaliada pelo teste de filamentos de von Frey.
Entretanto, a inje¢do intracerebroventricular (i.c.v., 10 pg/sitio) do HC-
030031 nao interfere na hiperalgesia induzida por CFA. O tratamento
com HC-030031 (300 mg/kg, i.p.) inibe completamente a hiperalgesia
ao frio nocivo induzido pelo tetrafluoroetano em camundongos que
receberam CFA. O pré-tratamento com o RNA de interferéncia contra o
receptor TRPA1 (AS-ODN, it) previne significativamente a
hiperalgesia mecanica e térmica. Interessantemente, tanto a expressao da
proteina quanto o RNA mensageiro apresentam de forma aumentada na
medula espinhal e no ginglio da raiz dorsal (GRD) em camundongos
tratados com CFA, efeito esse que foi reduzido pelo pré-tratamento com
o antagonista seletivo do TRPA1l, o HC-030031. Esses dados em
conjunto, mostram que o receptor TRPA1 presente na periferia ou no
SNC em niveis espinhais desempenham um importante papel no
desenvolvimento e manutencdo da hiperalgesia mecanica e térmica
(frio) durante o quadro inflamatério induzido pelo CFA. Deste modo, o
bloqueio seletivo dos receptores TRPA1 representa uma estratégia
farmacologica promissora no tratamento da hiperalgesia em estados de
inflamag@o persistente.

Palavras-chave: TRPAI, Inflamagdo persistente, hiperalgesia mecanica
e frio.






ABSTRACT

This study investigated the role of TRPAI in the development and
maintenance of mechanical and cold hyperalgesia in persistent
inflammation induced by Complete Freund’s Adjuvant (CFA) in mice.
The intraplantar (i.pl.) injection of CFA induced a long lasting (28 days)
hyperalgesia for both mechanical and thermal (cold) stimuli. The
intraperitoneal (i.p., 30-300 mg/kg), intraplantar (i.pl., 100 lg/site) or
intrathecal (i.t., 10 Ig/site) injection of the TRPA1 selective antagonist
HC- 30031 significantly reduced the mechanical hyperalgesia evaluated
by the von Frey hair test. The effect of HC-030031 was evidenced on
the day after CFA injection and was kept throughout the test. However,
the intracerebroventricular (i.c.v., 10 lg/site) injection of HC-030031 did
not interfere with CFA-induced hyperalgesia. Treatment with HC-
030031 (300 mg/kg, i.p.) completely inhibited the noxious cold
hyperalgesia induced by tetra fluoroethane in mice that received CFA.
The pre-treatment with the TRPA1 oligonucleotide antisense (AS-ODN,
i.t.) consistently prevented both mechanical and cold hyperalgesia.
Interestingly, both TRPA1 protein expression and mRNA were over-
expressed in spinal cord and dorsal root ganglia (DRG) of mice treated
with CFA, an effect that was fully prevented by the pre-treatment with
the TRPA1 antagonist HC-030031. Collectively, the present results
showed that TRPA1 present at either peripheral or spinal sites play a
relevant role in the development and maintenance of both mechanical
and cold hyperalgesia during CFA-induced inflammation. Thus, TRPA1
selective antagonists represent promising candidates to treat
hyperalgesia in persistent inflammatory states.

Keywords: TRPAI1, Persistent inflammation, Col and mechanical
hiperalgesia.
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1. INTRODUCAO
1.1.Dor

De forma geral, a dor ¢ uma condigdo associada a diversas patologias
que pode incapacitar o individuo a inumeras atividades diarias, além
de gerar problemas fisicos, emocionais e grandes custos a sociedade.
Em virtude desses fatores limitantes, condigdes dolorosas distintas
podem levar o individuo ao afastamento breve ou permanente de
suas atividades diarias. Sendo assim, a dor é tratada como um
problema de satide publica tanto em paises desenvolvidos quanto nos
paises em desenvolvimento. Entretanto, iniimeros estudos
farmacologicos, genéticos e moleculares t€ém promovido um grande
avanco na compreensdo dos mecanismos envolvidos na transmissao
do sinal doloroso, visando entender melhor os multiplos fatores
envolvidos neste fenomeno, bem como, o desenvolvimento de novas
estratégias de tratamento eficazes que possam colaborar com a
melhor qualidade de vida dos pacientes (Basbaum, 1999; Craig,
1999; Julius et. al. 2001)

A Associagdo Internacional para o Estudo da Dor (IASP, 1994)
define a dor como sendo uma “experiéncia sensorial ¢ emocional
desagradavel associada a um dano tecidual real ou potencial, ou
ainda, descritas em termos que sugerem tal dano”, sendo essa
terminologia aceita até os dias atuais (Loeser ¢ Treede 2008). Em
1975 Richard Black e Jonh D. Loeser publicaram na primeira edig@o
da revista Pain, um esquema geral contendo as principais
nomenclaturas e termos relacionados a nocicepgao, dor, sofrimento e
comportamento dolorosos, embora a existéncia de estruturas que
detectariam tais estimulos e os transformariam em impulsos
nervosos, ja havia sido descrito anteriormente no comeco do século
por Sherrington em 1906 (Bessou e Perl 1969). A percepcio da
sensacdo dolorosa aguda ¢ extremamente importante para a
sobrevivéncia e a manutengdo da integridade do organismo, pois essa
percep¢do tem como proposito detectar estimulos que possam
acarretar lesdes. 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 (Basbaum et al. 2009).
Levando em consideracdo esses diversos fatores, a relacdo entre a
ativagdo dos nociceptores e a percep¢do da dor envolve um
complexo processamento através das vias sensoriais e, a natureza



altamente subjetiva da dor, dificulta sua compreensdo e tratamento
clinico (Julius e Basbaum 2001).

A nocicepg¢do (originado do latim nocere, que significa “ferir’”) nada
mais € que a detecgdo e o processamento de estimulos que podem vir
a comprometer a integridade fisica do organismo como um todo.
Desta forma, o calor, o frio, a pressdo, a distensdo, os traumas, os
estimulos quimicos, dentre outros, podem, direta ou indiretamente,
ativar os nociceptores e causarem nocicep¢do (Schmidt et al. 1995;
Basbaum et al. 2009). Essa detecc¢do do sinal nocivo ¢é realizada por
terminagdes periféricas livres de fibras aferentes primarias
denominadas nociceptores. Estas fibras sensoriais por sua vez sio
responsaveis por propagar o sinal nocivo da periferia para os
neurdnios secundarios da medula espinhal. Estes, por sua vez,
transmitem a informacdo dolorosa para centros integrados do sistema
nervo centrais (SNC) através de vias ascendentes especificas (Woolf
e Mannion 1999; Calvino e Grilo 2006).

Baseado em critérios anatdmicos, morfolégicos e neuroquimicos, as
fibras aferentes primarias podem ser classificadas como fibras Aa,
AP, Ad ou C. Estas fibras sensoriais estdo amplamente distribuidas
pelo organismo como, por exemplo, na pele, mucosas, misculos,
articulagdes e visceras, e apresentam caracteristicas especificas no
que se refere ao limiar de ativagdo ou a responsividade a
determinados estimulos que as distinguem das outras fibras
sensoriais (Millan 1999; Julius e Basbaum 2001). Ainda referente a
sua classificagdo, propriedades como modalidade sensorial, diametro
e velocidade de condugdo dessas distintas fibras sensoriais sao
levadas em consideragdo. As fibras aferentes primarias do tipo Ao e
AP, apresentam-se como proprioceptores a estimulos mecanicos de
baixo limiar, sdo altamente mielinizadas, calibrosas (> 10 pm e 30-
100 m/s, respectivamente), tém alta velocidade de condugdo do
estimulo nervoso (40-120 m/s) e sdo especialmente numerosas na
superficie da pele e mucosas. As fibras A, possuem diametro e
velocidade de condugdo intermedidrios (1-5 pm e 4-30 m/s,
respectivamente) e respondem a estimulos mecanicos intensos,
porém sdo distinguidas por seus limiares distintos a estimulos
térmicos como sendo do tipo I ou do tipo II. Em comparagdo com as
demais fibras sensoriais, as fibras C, sdo as tnicas ndo mielinizadas,
apresentam os menores didmetros e velocidades de conducao (0,3-
1,5 um e 0,5-2 m/s, respectivamente), sendo ativadas por todas as
modalidades de estimulos nocivos (térmico, quimico e mecénico) e
correspondem a 80% das fibras condutoras da informagdo



nociceptiva (Basbaum e Woolf 1999; Millan 1999; Stein et al. 2009).
Entretanto as fibras do tipo C, também conhecidas como fibras
polimodais, podem ainda ser subdivididas em pelo menos duas
classes distintas: as peptidérgicas e as nao-peptidérgicas (Hunt e
Mantyh 2001). As fibras C peptidérgicas expressam peptideo
relacionado ao gene da calcitonina (CGRP) e substancia P (SP) e
dependem da neutrofina “fator de crescimento de nervo” (NGF) para
seu desenvolvimento. Ja as fibras C ndo-peptidérgicas sdo
identificaveis por expressarem receptores purinérgicos excitatorios
da subclasse P2X3, em suas terminagdes nervosas; bem como por
dependerem da neurotrofina “fator de crescimento de nervo derivado
de células gliais” (GDNF) para se desenvolverem (Millan 1999;
Costigan e Woolf 2000; Hunt ¢ Mantyh 2001; Kashiba et al. 2003).

As regides da cabeca e do corpo recebem inervagdo de fibras
sensoriais cujo seus corpos celulares encontram-se nos ganglios
trigeminais e nos ganglios da raiz dorsal (DRG), respectivamente.
Ambas as estruturas sdo grupamentos de corpos celulares de
neurdnios, normalmente encapsulados por células satélites de origem
glial, responsavel por conduzir a informacdo gerada na periferia para
o nucleo trigeminal caudal ou para o corno dorsal da medula
espinhal, respectivamente (Besson 1999; Meyer 2008; Basbaum et
al. 2009). Situados ao lado da coluna vertebral e dispostos
bilateralmente ao longo da medula espinhal, os DRGs contém ainda
células dendriticas e macrofagos, além de uma rica rede de capilares
sanguineos que apresentam propriedades diferentes da barreira
hematoencefalica do sistema nervoso central (Olsson 1990; Costigan
et al. 2009). De forma simplificada, a informagdo nociceptiva
periférica é reconhecida intimeras proteinas especificas (i.e canais
i0nicos e receptores) expressas nas terminagdes nervosas livres de
fibras aferentes primarias e, convertida em impulsos elétricos, sendo
transmitida pelos nervos espinais ou cranianos aos neurénios de
segunda ordem. Os nociceptores que transmitem a informacao
nociceptiva de estruturas cranianas fazem sinapses diretamente com
neurénios secundarios, em nucleos no tronco cerebral. Ji os
presentes nos membros e tronco conduzem a informacdo nociceptiva
para o SNC através da raiz dorsal da medula espinal, onde ocorrem
as sinapses com neurdnios de segunda ordem. Estas sinapses
ocorrem no corno dorsal da medula espinal na substancia cinzenta,
que ¢ dividida com base na citoarquitetonica por REXED (1954) em
dez laminas, sendo a lamina I a mais superficial, a partir da regido
dorsal. A maioria dos nociceptores termina nas ldminas mais



superficiais, sendo que as fibras Ad fazem sinapse com neurdénios
secundarios presentes nas laminas I, II e também na V, e as fibras C,
principalmente, com neurénios da lamina II, também conhecida
como substancia gelatinosa. E importante mencionar, ainda, que as
fibras AP terminam principalmente nas laminas III, IV e V (Rexed
1954; Costigan e Woolf 2000; Riedel e Neeck 2001; Coutaux et al.
2005).

Os neurénios de segunda ordem, por sua vez, projetam-se para os
centros encefalicos, incluindo a formacdo reticular, hipotdlamo e
talamo, que, através de neurdnios tercidrios, podem remeter a
informag@o nociceptiva ao cortex cerebral (Millan 1999; Almeida et
al. 2004). A informagao nociceptiva ¢ transmitida por varios tratos,
sendo os mais importantes os espinotaldmico, espinorreticular,
espinomesencefalico e espinohipotalimico (Russo ¢ Brose 1998;
Millan 1999; Hunt e Mantyh 2001). Dessa maneira, a informagao
nociceptiva alcanga as areas sensoriais do cortex cerebral, onde
aspectos como qualidade, intensidade, duracdo e localizacdo do
estimulo nociceptivo serdo integrados e componentes afetivos e
emocionais serdo interpretados e contextualizados, levando a
percepgao consciente do estimulo doloroso (Millan 1999).

Além das vias nociceptivas ascendentes necessarias a interpretagdo
da dor, existem vias de modulagdo e integragdo descendentes da
informacao dolorosa. As vias descendentes mais importantes e
estudadas sdo aquelas de carater inibitorio. Essas vias originam-se na
substancia cinzenta periaquedutal ventral e no nucleo magno da rafe,
entre outras estruturas. Os mecanismos descendentes modulam,
geralmente através de neurdnios do corno dorsal, interneurdnios ou
neurdénios de proje¢do, cuja modulagdo envolve uma série de
estruturas cerebrais, e de sistemas de neurotransmissores, dentre os
quais podem ser citados o sistema opidide, serotoninérgico,
noradrenérgico, GABAérgico, glutamatérgico, além  dos
canabindides endogenos (Besson 1999; Millan 2002; Basbaum et al.
2009).

A dor pode ser classificada de diversas maneiras, sob o ponto de
vista de duracdo, a sensagdo dolorosa pode ser do tipo aguda ou
cronica. A dor aguda ¢ caracterizada como uma resposta normal
causada por um estimulo lesivo ao tecido, com conseqiiente
despolarizacdo da fibra nervosa, sendo que a sensacdo de dor pode
desaparecer até mesmo antes do local lesionado ter sido reparado.
Porém, a dor aguda ndo desaparecendo, ela perde seu carater protetor
e torna-se lesiva ao individuo, compreendendo assim a dor cronica.



A dor cronica, por sua vez, é caracterizada pela incapacidade do
organismo de resolver a lesdo ou pela a plasticidade neuronal que
ocorre durante a doenga, mantendo a dor mesmo apos a resolucdo da
lesdo (Loeser ¢ Melzack 1999; Coutaux et al. 2005; Pfingsten 2009).
Exemplos de dor cronica podem incluir a neuralgia do trigémio, a
fibromialgia, as sindromes dolorosas complexas regionais, a dor
associada com a artrite, a dor do membro fantasma e as sindromes
dolorosas centrais (Ashburn e Staats 1999). Durante essas condi¢des
dolorosas, o processamento sensorial esta alterado. Essa alteracdo ¢é
decorrente de modificacdes na sensibilidade dolorosa tanto de
estruturas periférica como centrais. Em virtude dessas alteragdes
sensoriais ocorre o surgimento de dois fendmenos dolorosos de
grande relevancia clinica: a hiperalgesia e a alodinia.

A hiperalgesia e a alodinia s8o manifesta¢des clinicas comuns em
condi¢des de dor neuropatica e inflamatoria. Segundo o Protocolo de
Kyoto da IASP para a terminologia basica da dor, a hiperalgesia ¢é
um aumento da sensibilidade dolorosa, enquanto que a alodinia seria
a dor em resposta a um estimulo ndo nociceptivo (Loeser ¢ Treede
2008).

1.1.1.Dor inflamatéria

A resposta inflamatoria ¢ iniciada tdo logo a lesdo tecidual acontece,
bem como, ap6s o reconhecimento do sistema imunoldgico de um
agente estranho ao organismo ou por estruturas proprias como sendo
ndo-proprias. O processo inflamatério se caracteriza pelo
aparecimento de alguns sinais cldssico da inflamagdo, como o rubor
e o calor, decorrentes da vasodilatagdo local. Essa vasodilatagdo
periférica pode ser considerada como uma tentativa do tecido de
remover o agente estranho, como toxinas e bactérias, aumentando
assim o influxo de células de defesa para o local lesionado. Durante
essa fase também ocorre o aumento da drenagem linfatica, que ajuda
na remocao dos elementos estranhos e restos celulares decorrentes da
lesdo (Woolf e Ma 2007; Rittner et al. 2008). Além desses eventos
celulares e vasculares, ha o aparecimento de um sinal comum aos
processos inflamatdrios: o aumento da sensagdo dolorosa e/ou a
diminuicdo do limiar de estimulos nao-nociceptivo, ou seja, a
hiperalgesia e alodinia, repectivamente. Como mencionado
anteriormente, essa alteragao na sensibilidade dolorosa ocorre devido
a plasticidade neuronal que pode ocorrer tanto em nivel periférico
quanto central (Melzack 1999; Millan 1999; Woolf ¢ Ma 2007;
Loeser e Treede 2008).



A sensibilidade ocasionada pela inflamagdo é devida a liberagdo de
mediadores quimicos por varios tipos celulares residentes e
migratérios no local da lesdo tecidual. Enquanto alguns outros
mediadores atuam sensibilizando os nociceptores, ou seja,
diminuindo o limiar de ativagdo, como faz a prostaglandina E,
(PGE,), prostaciclina (PGI,), aminas simpatomiméticas e os
leucotrienos. Outros mediadores também ativam diretamente os
nociceptores, como a serotonina, bradicinina, ATP e alguns
metabolitos da cascata inflamatéria causando imediata manifestagdo
da dor (Latremoliere ¢ Woolf 2009).

Esses mediadores podem sensibilizar de forma direta ou
indiretamente os nociceptores, favorecendo assim o aparecimento da
hiperalgesia a estimulos de diferentes naturezas. Recentemente,
muito progresso tém sido alcancado sobre este fenomeno doloroso
(i.e. hiperalgesa). Desta forma, o descobrimento de novos alvos
farmacologicos que podem estar envolvidos nesse processo, pode ser
a chave para o desenvolvimento de novas drogas e terapias. Uma
familia de receptores que tem recebido especial atengo na fisiologia
sensorial destaca-se a familia dos canais idnicos de potencial
transitério (TRP).

1.2.Canais idnicos de potencial transitorio

A superfamilia de receptores de potencial transitorio (TRP)
diferencia-se de outros grupos de canais de ions pela seletividade de
ions, modos de ativacdo e funcdo fisiologica. Baseado na sequéncia
de aminoacidos, os membros da familia TRP sdo classificadas em
seis distintas subfamilias; TRPC (Canonico), TRPV (Vaniléide),
TRPM (Melastatina), TRPP (Polistina), TRPML (Mucolipina) e
TRPA (Anquirina). Os membros da superfamilia TRP compartilham
de caracteristicas comuns de seis dominios transmembrana, pequenas
variagdes nas sequéncias de aminodcidos e a permeabilidade a
cations. Além disso, as regides N- e C-terminal sdo voltadas para o
meio intracelular e os dominios transmembrana em conjunto formam
um poro entre o dominio 5 e 6, por onde ocorre o influxo intracelular
de ions (Clapham 2003; Schaefer 2005; Levine e Alessandri-Haber
2007). Embora os canais apresentem similaridade estrutural e na
permeabilidade a cations, os canais TRP sdo altamente diferenciados
uns dos outros, podendo ser ativados de modos variados como por
exemplo temperatura (calor ou frio), compostos quimicos,
osmolaridade, estimulacdo mecéanica, lipidios, luminosidade, estresse



oxidativo, acidos e feroménios. A familia TRP possui ampla
distribuicdo tecidual, sendo que a maioria das células do organismo
podem expressar ao menos um membro da familia (Levine e
Alessandri-Haber 2007; Watanabe et al. 2008). Atualmente, muitos
outros TRPs tém sido descrito em ganglios da raiz dorsal; TRPV1,
TRPV2, TRPV3, TRPV4, TRPMS e TRPALI. Esses canais parecem
estar envolvidos na transdugdo sensorial e podem participar da
geracdo de sensacdes dolorosas evocadas por estimulos quimicos,
mecénicos e térmicos (Reid 2005; Patapoutian et al. 2009).

Estudos mostram que os membros da familia TRP parecem ser
ativados por temperatura, e sdo responsaveis pela deteccdo de
estimulos térmicos nocivos e ndo nocivos, seja ele calor ou frio.
Neste sentido, o estimulo térmico evocado pelo frio, parece ser muito
importante em condi¢des inflamatorias, ja que a sensibilidade ao frio
¢ extremamente aumentada nesses casos. Sendo assim, dentre os
membros da familia TRP, os receptores TRPMS e TRPA1 sdo alvo
de grande aten¢do da comunidade cientifica, ja que estudos mostram
suas participa¢des na detecgdo de estimulos frios.

1.2.1. TRPA1, um subtipo de canal idnico de potencial
transitorio

O receptor TRPA1 foi inicialmente nomeado como ANKTMI e
identificado como uma proteina altamente expressa na transformagao
oncogénica de fibroblastos humanos (Jaquemar et al. 1999).
Posteriormente, foi reconhecido como um novo membro da familia
dos TRP caracterizado pela presenga de um grande nimero repetidos
de sequéncias de residuos de anquirina na regido do dominio N-
terminal, o que confere o nome ao receptor (Story et al. 2003). O
receptor TRPA1 possui basicamente a mesma estrutura de protéica
dos outros membros da familia TRP, ou seja, ¢ uma proteina com
seis dominios transmembrana, com ambas as por¢cdes amino e
carboxi terminal intracelulares (Caspani e Heppenstall 2009). O gene
correspondente ao receptor foi identificado no cromossomo 8
humano que codifica uma proteina de 1119 aminoécidos.
Inicialmente, o papel fisiopatologico descrito para este canal seria
um papel direto ou indireto na transdug@o de sinal e no controle do
crescimento, visto que o aumento da sua expressdo em células
eucaridticas interferiu com o crescimento normal (Jaquemar et al.
1999; Patapoutian et al. 2009).



Estudos prévios mostraram que os receptores TRPA1 sdo expressos
em fibras sensoriais de pequeno (fibras C) ¢ médio (fibras Ad)
diametro, mas predominantemente em fibras C que co-expressam
com CGRP e substancia P, sugerindo assim, seu envolvimento na
transmissdo do sinal doloroso. Além disso, o receptor TRPA1 estéo
co-localizados com os canais TRPV1, um canal polimodal ativado
pela capsaicina, calor, pH e modulada por substincias inflamatdrias
(Caterina et al. 2000; Story et al. 2003; Kobayashi et al. 2005).
Estudos quantitativos realizados em camundongos adultos
demonstraram que o TRPA1 ¢ expresso em 56% dos neurdnios do
ganglio da raiz dorsal, 36% dos neurdénios do ganglio do nervo
trigémeo e 28% dos neurdnios do ganglio nodoso. O receptor
TRPA1 ¢ expresso também em células ciliadas que formam a
membrana basilar da coclea, propondo assim que o receptor TRPA1
poderia estar envolvido na mecanotransducdo (Corey et al. 2004;
Nagata et al. 2005; Levine ¢ Alessandri-Haber 2007). Recentemente
um estudo mostrou que os receptores TRPA1 poderiam também estar
expressos em tecidos ndo-neuronal, mostrando sua expressdo na pele
sugerindo sua participacdo na regulagdo e diferenciacdo de
queratinocitos (Atoyan et al. 2009).

O TRPAL1 ¢ diretamente ativado por compostos irritantes e pungentes
de origem natural como o alil-isotiocianato (6leo de mostarda),
cinamaldeido (6leo de canela), alicina (alho), tetrahidrocanabinol
(maconha), gingerol (gengibre) entre outros (Calixto et al. 2005;
Patapoutian et al. 2009; Schmidt et al. 2009). Além dos compostos
de origem natural, o receptor TRPA1 pode ser ativado pela acroleina,
composto presente na queima de combustiveis, fumaca de cigarro,
queima de vegetacdo e também subprodutos da quimioterapia
(Calixto et al. 2005; Garcia-Anoveros ¢ Nagata 2007). Além dos
compostos exogenos, o receptor TRPA1 pode ser ativado por
substancias endogenas produzidas durantes estados inflamatérios e
oxidativos. Como ¢ o caso do 4-hidroxinonenal (4-HNE), um aldeido
produzido da peroxidagdo de lipideos, que pode ser responsavel
pelos efeitos patologicos do stress oxidativo. O 4-HNE produzido
durante a lesdo tecidual, pode ativar receptores TRPA1 em neurdnios
nociceptivos provocando dor aguda em camundongos (Trevisani et
al. 2007). Outra molécula endégena que também tem a capacidade
de ativar os receptores TRPA1 ¢ um metabdlito da via da
cicloxigenase, o 15—deoxi—A—12’14—prostaglandina J, (15d-PGJ,),
produzido durante o dano tecidual e a inflamagdo. Estudos
mostraram que o 15d-PGJ, ativa diretamente o receptor TRPAI,



evocando  comportamentos  nociceptivo  quando  injetado
subcutaneamente na pata de roedores (Bandell et al. 2004; Bautista
et al. 2006; Stucky et al. 2009). Estudos posteriores mostraram ainda
que o acetaldeido, substincia intermediaria da metabolizagdo do
etanol, também ¢é capaz de ativar o TRPA1 causando sensagdes
dolorosas (Bang et al. 2007).

Além de ser ativado por diferentes substancias e moléculas quimicas,
a atividade dos receptores TRPA1 em neurdnios sensoriais pode ser
modulada por outros receptores, fatores de crescimento e mediadores
inflamatérios (Clapham 2003). Recentemente, estudos demonstraram
que o receptor TRPA1 pode ser sensibilizado por receptores PAR2,
um receptor acoplado a proteina G, via mecanismos mediados pela
ativacdo da fosfolipase C (PLC) e PIP, (Dai et al. 2007). Além disso,
a ativagdo do receptor TRPV1 pode dessensibilizar os canais TRPA1
também via mecanismo dependente de PIP, (Akopian et al. 2007).
Esses dados sugerem que fatores de crescimento e outros mediadores
inflamatorios que ativam PLC e reduzem o PIP2 na membrana,
podem sensibilizar os receptores TRPA1. De fato, a intera¢do entre
receptores metabotropicos e os canais i6nicos TRPA1 parece ser
mediada por esses segundos mensageiros, ja que estudos posteriores
mostraram que o receptor TRPA1 pode ser modulado também por
receptores B, para bradicinina, envolvendo a via da PLC e da
proteina quinase A (PKA) durante a sinalizagdo sensorial (Wang et
al. 2008). Apos extensas analises examinando a expressdo, ativagdo
e modulagdo dos receptores TRPAI1, foi proposto que o receptor
poderia estar envolvido na detecg¢do do frio nocivo.

Evidéncias mostram a participagdo do receptor TRPA1 como
detector do frio. Usando técnicas de eletrofisiologia em células de
ovario de hamster chinés (CHO) expressando TRPA1, demonstraram
que temperaturas <17°C aumentam significativamente a atividade
destes receptores (Story et al. 2003). Analises quantitativas
mostraram que células expressando TRPA1 exibiram uma escala
maior de temperaturas de ativacdo (12 - 24°C) com uma temperatura
média de 17 = 3°C. Por outro lado, células expressando TRPMS
apresentaram um limiar de ativacdo em temperaturas em torno de 19
- 24°C com uma temperatura média de ativagdo de 22 + 1°C (Story
et al. 2003; Story e Gereau 2006). Esses dados em conjunto, sugerem
que os receptores TRPA1 e TRPMS possuem diferentes temperaturas
de ativacdo, sendo o receptor TRPMS responsavel pela deteccio da
sensacdo do frio, enquanto o TRPA1 seria responsavel pela detecgdo
do frio nocivo, ativado por temperaturas mais baixas (Thut et al.
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2003; McKemy 2005). Deste modo, o receptor TRPA1 poderia estar
envolvido na nocicep¢do evocadas pelo frio, ja que temperaturas
abaixo de 17°C s@o capazes de provocar sensacdes dolorosa em
humanos (Caspani ¢ Heppenstall 2009). Dois grupos de pesquisas
investigaram o envolvimento do receptor TRPA1 na detecgdo do frio
nocivo em estados inflamatorios, através do uso de camundongos
com delecdo génica do receptor TRPAI1, porém diferentes
conclusdes baseadas nos testes comportamentais foram obtidos. Um
grupo de pesquisadores mostrou um déficit na sensibilidade aguda
para o frio nocivo na inflamag¢do induzida por Adjuvante Completo
de Freund (CFA), incluindo nas respostas de retirada da pata no teste
de placa fria e a aplicagdo de acetona (Kwan et al. 2006). Entretanto,
Bautista e colaboradores ndo encontraram diferenca significativa
entre camundongos com dele¢do génica e camundongos selvagens na
hiperalgesia ao frio induzida pelo CFA (Bautista et al. 2006). Essa
diferenca encontrada nos testes comportamentais entre os grupos de
pesquisas pode ser explicada pelos diferentes métodos
comportamentais utilizados, bem como nos diferentes géneros dos
animais avaliados (Stucky et al. 2009). Entretanto, estudos em ratos
mostram que a hiperalgesia ao frio induzida pela inje¢do intraplantar
de CFA, pode ser revertida pelo tratamento com AP18, um
antagonista seletivo do receptor TRPAI1 (Petrus et al. 2007).
Semelhantemente, o tratamento com antisense para o receptor
TRPAI1, diminui parcialmente a hiperalgesia ao frio inflamatoria
induzida pelo CFA (Allchorne et al. 2005; Obata et al. 2005). Além
do seu papel contestado na transdugdo aguda do frio, o receptor
TRPAT1 parece contribuir para a hiperalgesia e alodinia mecénica e
térmica apos a inflamagdo tecidual ou lesdo do nervo (Obata et al.
2005; Katsura et al. 2006).

Elucidar a contribui¢do do receptor TRPA1 na etiologia da dor
espontinea e¢ na hiperalgesia térmica ¢ mecanica na inflamagio
persistente ¢ um importante passo para a descoberta de novas
terapias analgésicas. Como dito anteriormente, o receptor TRPAI
pode ser ativado por multiplos estimulos nocivos do ambiente, bem
como por moléculas endégenas produzidas por tecidos inflamados. A
formalina, um pequeno aldeido reativo, induz dor quando injetada
subcutaneamente em camundongos, por efeitos ndo especificos de
dano tecidual ou inflamagdo. Estudos mostram que a formalina ¢
capaz de ativar receptores TRPA1 através da ligacdo covalente aos
residuos de cisteina e provocar um aumento no influxo de Ca™ em
células CHO que expressam o receptor (Macpherson et al. 2007).
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Células tratadas com antagonista seletivo do receptor TRPAI, o
API18, apresentaram diminui¢do significativa no influxo de Ca®"
intracelular quando estimuladas com cinamaldeido, um agonista
seletivo dos receptores TRPA1. Da mesma forma, outro antagonista
seletivo do receptor TRPA1, o HC030031, reduziu a ativacdo do
receptor quando estimulado com alil isotiocianato, outro agonista
seletivo do TRPAT1 (Eid et al. 2008). Corroborando com os achados
in vitro, camundongos com dele¢do génica para o receptor TRPA1
mostraram que o comportamento nociceptivo induzido pela
formalina, foi reduzido significativamente quando comparado com
animais selvagem (Macpherson et al. 2007).

Trabalhos mostram ainda que o receptor TRPA1 pode estar
envolvido na hiperalgesia mecanica induzida em estados
inflamatorios. O AP18, antagonista seletivo do receptor TRPAI,
reverteu significativamente a hiperalgesia mecénica induzida pela
injecdo intraplantar de CFA em camundongos (Petrus et al. 2007).
Da mesma forma e confirmando o envolvimento do receptor TRPA1
na hiperalgesia mecéanica, Eid e colaboradores, usando outro
antagonista seletivo do receptor TRPAIl, o HC-030031,
demonstraram que o bloqueio do TRPAT1 na inflamacdo persistente,
diminui a hiperalgesia mecénica induzida por CFA intraplantar em
ratos (Eid et al. 2008). Trabalhos demonstram ainda que o receptor
TRPAT1 contribui de forma importante para o desenvolvimento de
hiperalgesia em modelos inflamatorios utilizando animais com
delegdo génica para o receptor TRPA1 (Obata et al. 2005; Bautista et
al. 2006; Kwan et al. 2006).

Tendo em vista a controvérsia participagdo do receptor TRPAT na
detecgdo do frio nocivo, bem como, na hiperalgesia ao frio, estudos
ainda se fazem necessario para elucidar o real papel do TRPA1 em
condi¢des dolorosas persistentes. Sendo o receptor TRPA1 um alvo
farmacologico promissor para o desenvolvimento de novas drogas e
terapias para condigdes neuropaticas e inflamatorias
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2. OBJETIVOS
2.1.Objetivo geral

O objetivo do presente estudo foi avaliar a participagdo do receptor
TRPA1 na hiperalgesia mecéanica e ao frio apds a inflamagdo
persistente induzida pela injecdo i.pl. de CFA em camundongos.

2.2. Objetivos especificos

e  Verificar a participagdo do receptor TRPA1 através
do tratamento com antagonista seletivo do receptor, na
hiperalgesia inflamatoéria aguda e cronica induzida pela
injecdo i.pl. de CFA.

e  Avaliar o envolvimento do receptor TRPA1 através
do pré-tratamento com antagonista seletivo do receptor
TRPAL, no desenvolvimento da hiperalgesia inflamatdria
mecanica evocada pela injecdo i.pl. de CFA.

e Investigar o efeito do tratamento com antagonista
do receptor TRPA1 através de diferentes vias de
administragao (intraplantar, intratecal e
intracerebroventricular), na hiperalgesia mecéanica aguda
e cronica induzida pela inje¢do intraplantar de CFA.

e Confirmar a participacdo do receptor TRPA1 na
hiperalgesia mecénica e ao frio induzida pela injecao i.pl.
de CFA, apds o tratamento com antisense contra este
receptor.

e Avaliar a expressio do RNA mensageiro ¢ a
proteina do receptor TRPA1l no DRG ou na medula
espinhal ap6s a injecdo i.pl. de CFA, através das técnicas
de RT-PCR e imunohistoquimica, respectivamente.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1. Animais

Para realizacdo dos experimentos foram utilizados camundongos
CD1 machos (25-35 g) criados e mantidos no Laboratério de
Farmacologia Experimental (LAFEX) do Departamento de
Farmacologia/CCB-UFSC, sob temperatura ¢ umidade controlada
(2242 °C; 70 %), em ciclo claro/escuro de 12 horas e dgua e comida
ad libitum. Para os experimentos in Vivo, os animais foram
previamente ambientados no laboratorio pelo menos 2 horas antes
dos testes comportamentais. Os animais foram mantidos e os
experimentos conduzidos de acordo com orientagdes para cuidados
com animais de laboratério e consideragdes éticas para investigagdo
de dor (Zimmermann 1986). O nimero de animais ¢ os estimulos
nociceptivos utilizados foram o minimo necessario para demonstrar
efeitos consistentes dos tratamentos com drogas ou manipulagdes
genéticas. Todos os protocolos experimentais utilizados neste estudo
foram aprovados pela Comissio de FEtica no uso de animais
(262/CEUA) da Universidade Federal de Santa Catarina (processo n°
PP00032).

3.2. Hiperalgesia inflamatdria induzida pela administracao
i.pl. do adjuvante completo de Freund (Barrera et al.)

Inicialmente, os animais foram anestesiados por inalagdo de oxigénio
(3%) e isofluroano (2%), apds completa anestesia os animais
receberam injegdo i.pl. de 20 pl de Adjuvante Completo de Freud
(Barrera et al.) (Mycobacterium tuberculosis, inativado por calor e
diluido em 85% de dleo de parafina e 15% de monoleato de manida,
Sigma, St. Louis, MO. USA) na pata direita (Ferreira et al. 2001). Os
camundongos do grupo controle receberam inje¢do i.pl. contendo o
mesmo volume de solucdo salina tamponada com tampao fosfato
(PBS, composi¢do mmol/L NaCl 137, KCI 2,7 e tampéo fosfato 10)
na pata direita.
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3.3. Analise do comportamento nociceptivo evocado por
estimulos de diferentes naturezas

3.3.1.Avaliacdo da sensibilidade da pata a estimulagéo
mecéanica

A andlise do limiar de retirada da pata a estimulagdo mecanica foi
realizada de acordo com a metodologia realizada por Bortolanza
etal. (2002) e Quintdo et.al. (2005), com algumas modificagdes.
Para tal, os animais foram colocados individualmente em
compartimentos de acrilico transparente individuais (9 X 7 X 11 cm),
localizados sob uma plataforma elevada de arame afim de permitir o
acesso a superficie ventral das patas traseiras, bem como sua facil
visualizagdo. Inicialmente os animais foram avaliados quanto as
medidas basais a estimulagdo mecanica, sendo realizada antes da
injecdo i.pl. de qualquer agente. Os animais que apresentaram
porcentagem de retirada da pata maior que 30%, foram
automaticamente excluidos do experimento. Apos a verificagdo do
limiar basal, os animais receberam inje¢do i.pl. de CFA ou salina, e
apos diferentes intervalos de tempo (1, 7, 14 e 28 dias) os animais
foram submetidos ao teste comportamental. Todos os animais foram
aclimatados por pelo menos 30 minutos antes do teste no aparato
comportamental. A frequéncia de resposta de retirada da pata a
estimulagdo mecanica foi obtida através de 10 aplica¢des (duragdo de
3-5 s cada) do filamento de von Frey de 0,6 g (VFH, Stoelting,
Chicago, USA). Os estimulos foram realizados perpendicularmente a
superficie plantar da pata traseira direita do animal. Através de
experimentos preliminares e trabalhos de nosso grupo, o filamento
de von Frey (0,6 g), foi selecionado pois permite verificar aumento
significativo na sensibilidade da pata (Bortalanza et al. 2002;
Quintao et al. 2005; Manjavachi et al. 2009). Valores basais a
estimulagcdo mecanica produz em média 15-25 % de freqiiéncia de
retirada da pata. O aumento significativo da frequéncia de retirada da
pata a estimulacdo mecéanica em relagdo ao grupo controle (salina),
caracteriza o surgimento de hiperalgesia mecanica.

3.3.2.Avaliacdo da sensibilidade da pata a estimulacéo
térmica (frio)

Para verificar a sensibilidade da pata a estimulago térmica ao frio,
utilizou-se a metodologia previamente descrita por Chichorro et. al.
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(2006) com pequenas modificagdes. Para tal, os animais foram
colocados individualmente dentro de funis de vidro transparente com
20 cm de didmetro e posterior a estes, espelhos foram posicionados a
fim de melhor visualizar a pata traseira do animal durante todo o
tempo do experimento. Em diferentes intervalos tempo (1, 7, 14 ¢ 28
dias) apos a injecdo i.pl. de CFA ou salina, foi analisado o
comportamento nociceptivo evocado pela estimulagdo ao frio nocivo
através de um spray de tetrafluoroetano. Para isto, os animais foram
imobilizados com ajuda de um cone de papel, de forma que os
mesmos permaneciam dentro do cone, e somente as patas traseiras
ficavam expostas. Imediatamente apds a imobilizagdo foi aplicado na
superficie ventral da pata dos animais o spray de tetrafluoroetano
durante aproximadamente 1s. Em seguida, os animais foram
colocados dentro dos funis e o comportamento nociceptivo causado
(lambida da pata) foi registrado com o auxilio de um cronémetro
durante o periodo de 5 minutos. E importante ainda, salientar que
antes dos testes comportamentais os animais foram aclimatados por
pelo menos 30 minutos antes da estimulagdo ao frio. O aumento no
tempo de reag¢do (lambida, mordida da pata) apds a aplicagdo do
spray, caracterizou o surgimento de hiperalgesia térmica ao frio.
Adicionalmente ao comportamento nociceptivo  registrado,
verificamos o tempo de laténcia para o inicio do primeiro evento
nociceptivo apos a aplicagdo do spray. Redugoes significativas do
tempo de laténcia apés a estimulacdo da pata ao frio nocivo em
relacdo ao grupo controle (salina), também foi usado como
indicativo de hiperalgesia térmica ao frio.

3.4. Vias de administracéo
3.4.1.Administracédo intratecal (i.t.)

A administragdo do antagonista seletivo (HC-030031) e do
oligonucleotideo anti-sentido contra o receptor TRPA1 foi realizada
de acordo com o método padronizado anteriormente (Hylden e
Wilcox 1980) com algumas modificagdes. As injecdes 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 cénula de polietileno,
foi inserida através da pele, fixando-se entre as vértebras no espago
subdural entre os segmentos espinhais L5-L6. O volume
administrado pela via i.t. dos diferentes agentes foi de 5 pl.
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3.4.2.Administracédo intracerebroventricular (i.c.v.)

A administragdo do antagonista seletivo do receptor TRPA1 (HC-
030031) foi realizada de acordo com o método descrito por (Laursen
e Belknap 1986). Os animais foram levemente anestesiados com
isoflurano (2% em 100% de O,, durante 3 min) e uma agulha (30 G;
4,2 mm de comprimento) foi conectada a uma microseringa (25 pl) e
esta a uma canula de polietileno foi inserida diretamente no
ventriculo lateral (coordenadas do bregma: 1 mm lateral; 1 mm
rostral; 3 mm vertical). O volume administrado pela via i.c.v. do HC-
030031 foi de 5 pl.

3.5. Protocolos de tratamento

A hiperalgesia mecanica foi avaliada 24 horas para o pds tratamento
e | hora para o pré tratamento apos a injecdo i.pl. de CFA e os
animais receberam os seguintes tratamentos farmacoldgicos.

= HC-030031, antagonista seletivo dos receptores TRPAI,
dissolvidos inicialmente em uma solu¢do de DMSO (90%) e
Tween” 80 (10%). Apos completa dissolugio, foi adicionado salina
de maneira que a solugdo se apresentasse em um concentragao final
de 10 % de DMSO.

= AS-ODN (5 ul), oligonucleotideo contra o receptor TRPAI,
suspenso em tampao fosfato livre de nuclease.

= Os animais controle foram igualmente tratados com solucdo salina
ou salina tamponada com fosfato (PBS) nos testes correspondentes.

3.6. Experimentos ex-vivo
3.6.1.Imunohistoquimica

A andlise imunohistoquimica foi realizada na medula espinhal de
camundongos 24 horas apds a inje¢do i.pl. de CFA e 2 horas ap6s o
tratamento com o antagonista do receptor TRPA1, o HC-030031
(300 mg/kg, i.p.). O esquema de tratamento dos animais e a coleta
das amostras de medula espinhal dos mesmos, foi realizado
conforme experimentos prévios. Para tal, as medulas dos animais
foram coletadas apos processo de perfusio com PBS e
paraformaldeido 4%, sendo mantidas nessa mesma solugdo durante
24 h. Posteriormente, o tecido correspondente a regido L1 e L5 da



19

medula espinhal foi seccionado para obtencdo de cortes transversais.
As amostras foram submetidas ao processamento histologicas padrao
para a inclusdo do tecido em parafina. Os cortes teciduais de
espessura de 3—4 um foram montados sobre laminas carregadas
positivamente, preparadas através da imersio das mesmas em
solucdo de 3-amino-propil-trietoxisilano; (Sigma-Aldrich, Sdo Paulo,
SP, Brasil) a 5% em acetona (v/v). Em seguida, as laminas contendo
os cortes histologicos foram mantidas em estufa, durante 1 h, a uma
temperatura de aproximadamente 50°C, para fixacdo dos mesmos.
Ap6s fixagdo, as secgdes histologicas foram desparafinazadas através
de imersdes consecutivas em xilol e reidratadas por passagens
sucessivas em etanol, em concentragcdes decrescentes (etanol
absoluto, etanol 90%, 80% e 70%). O bloqueio da peroxidase
endogena dos tecidos foi realizado com o objetivo de eliminar
reagdes inespecificas. Para tanto, as ldminas foram imersas em
solucdo de peroxido de hidrogénio a 1,5% em metanol absoluto
(v/v), durante 20 min, com posterior lavagem em agua destilada.
Previamente a incubagdo com o anticorpo primario, as amostras
foram submetidas a reativagdo antigénica, com a finalidade de
recuperar os sitios antigénicos mascarados pela fixagdo e inclusdo do
tecido em formol e parafina. Para este fim, as laminas foram imersas
em tampao citrato 0,01 M, pH 6,0 durante 35 min, em banho-Maria
ajustado para 95-98°C. Logo apds, ainda como parte do processo
térmico de reativagdo antigénica, as laminas foram retiradas do
banho-Maria, mantidas durante 20 min a temperatura ambiente e
lavadas em agua destilada e PBS.

A imunodetec¢do do receptor TRPA1 foi realizada utilizando um
anticorpo anti-TRPA1 (1:2000; Santa Cruz Biotechnology, Santa
Cruz, CA, EUA), diluido em liquido diluente para anticorpos
(Novocastra®; Leica Microsystems, Bannockburn, IL, EUA). A
solucdo contendo o anticorpo foi adicionada sobre os cortes teciduais
e as laminas foram mantidas em camara umida durante 12—-16 h, a
uma temperatura de 2-8°C. A seguir, as ldminas foram lavadas em
PBS e os cortes histologicos foram incubados com o anticorpo
secundario Dbiotinilado apropriado (1:250; Dako Cytomation,
Carpinteria, CA, USA) em cémara umida durante 50 min a
temperatura ambiente. Em seguida, as ldminas foram lavadas em
PBS e a deteccdo foi realizada utilizando o sistema da streptavidina-
biotina-peroxidase (1:250; Dako Cytomation). Apods 30 min de
incubagdo das laminas em cdmara umida com a solucdo de
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streptavidina-biotina-peroxidase a temperatura ambiente, as mesmas
foram lavadas com PBS e a detecg¢@o foi completada utilizando-se
uma solugdo cromogena contendo 0,03% de 3,3’- diaminobenzidina
(3,37,4,4 -tetraaminobifeniltetrahidrocloreto) (DAB, Sigma-Aldrich)
e 0,3% de peroxido de hidrogénio (Merck).

Posteriormente, foi realizada contracoloracdo das sec¢les
histologicas em solugdo de hematoxilina de Harris, desidratacdo das
mesmas através de imersdes em concentragdes crescentes de etanol
(etanol 70%, 80%, 90% e etanol absoluto), diafanizagdo em xilol e
montagem em meio de montagem permanente (Entellan, Merck).
Para cada reagdo foi utilizado um controle negativo, no qual o corte
histolégico foi incubado somente com a solucao diluente (aboligdo
do anticorpo primario). Os resultados foram documentados
utilizando uma cémera digital (Sight DS-5ML1), acoplada a um
microscopio Optico Eclipse 50i (Nikon, Melville, NY, USA). Para
andlise da reagdo antigeno-anticorpo, foram obtidas quatro imagens a
partir do corte histolégico da medula dos camundongos, sendo uma
imagem para cada sub-regido da medula. A densidade Optica que
melhor discriminou a imunomarcacdo (coloracdo castanha) foi obtida
utilizando o programa NIH Image] 1.36b. Para a analise dos niveis
de TRPALI, a intensidade total de pixels foi determinada e os dados
foram expressos como unidades arbitrarias.

3.6.2.Quantificagéo relativa do RNAm para o receptor
TRPAL através da transcricdo reversa seguida de
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) em tempo real.

Seguindo este protocolo experimental verificamos o possivel do
efeito do tratamento com HC-030031 (300 mg/kg; i.p.) 24 he 2 h
antes da injeg@o i.pl. de CFA sobre a expressdo do RNA mensageiro
(RNAm) para o receptor TRPA1 nos ganglios da raiz dorsal (GRD).
Para tal, os GRD da regido lombar (L1-L5) foram coletados
bilateralmente e lavados com solugdo salina (NaCl 0,9%) gelada. Os
dez GRDs coletados foram homogeneizados em solugdo de TRIzol®
(Invitrogen, Sao Paulo, SP, Brasil) para extracdo do RNA total.
Posteriormente, homogeneizados com auxilio de um poter e
adicionados 100 ul de cloroférmio ao homogeneizado, sendo este
posteriormente submetido a agitacdo e centrifugagdo (12.000 x g, 15
min, 4°C). A fase aquosa contendo o RNA foi transferida para um
novo tubo, ao qual foram adicionados 250 pl de isopropanol. O
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conteido do tubo foi misturado por inversdo e posteriormente
mantido em repouso a temperatura ambiente por 10 min. A mistura
foi centrifugada (12.000 x g, 15 min, 4°C), sendo o sedimento
resultante ressuspendido em 500 pl de etanol gelado. Apods
centrifugacdo (7.000 x g, 5 min, 4°C), o sedimento contendo o0 RNA
foi dissolvido em 4gua tratada com 0,1% de dietilpirocarbonato
(DEPC), sendo que sua concentragdo e pureza foram determinadas
por leitura espectrofotométrica a 260/280 nm.

As amostras contendo 2 pg de RNA total foram incubadas em um
volume final de 12,5 pl de reacdo em presenga de 0,05 pg de oligo
dT, 2U de inibidor de RNase, dNTPs (144 upuM), 50 U de
transcriptase reversa (M-MLV) e 4agua-DEPC para completar o
volume, todos da Invitrogen (Sdo Paulo, SP, Brasil). Antes da adiggo
da enzima, os tubos foram aquecidos por 5 min a 70°C, resfriados a
4°C por 5 min e incubados a 25°C durante a adicdo da transcriptase
reversa. Em seguida, as amostras foram incubadas a 37°C por 60
min, 70°C por 5 min e resfriadas a 4°C por 5 min. Dos 12,5 pl da
reagdo de cDNA, 1 pl foi utilizado para cada reacdo de PCR em
Tempo Real. As reacdes foram realizadas utilizando-se da quimica
TaqMan, que consistiu do TagMan PCR Master Mix e sondas para
TRPA1 (c6digo Mm00435175 m1l) todos da Applied Biosystems
(Foster City, CA, USA), em um volume final de reagdo de 10 pL,
conforme orienta¢des do fabricante.

3.7.Drogas e reagentes

As seguintes substancias foram utilizadas: Adjuvante Completo de
Freund (CFA, 1 mg/ml de Mycobacterium tuberculosis inativado
pelo calor em 85% de 6leo de parafina e 15% manidemonoleate) da
Sigma, St. Louis, MO, E.U.A.. Tetrafluoroetano foi adquirido da
Aerojat Ltda, RJ, Brasil. O HC-030031 [2-(1,3-dimetil-2,6-dioxo-
1,2,3,6-tetrahidro-7H-purina-7-il)-N-(4-isopropilfenil)acetamida],

APCI m/z [M + H] + 356,2, foi sintetizado no Departamento de
Quimica da Universidade Federal de Santa Catarina como descrito
pela Organizacdo Mundial da Propriedade Intelectual (Lerner 2008)
e seu grau de pureza foi superior a 98%. O antisense (AS-ODN, da
seqiiéncia do DNA 5 -TCTATGCGGTTATGTTGG-3', GenBank
sob o niimero NM_207608) contra 0 RNAm do receptor TRPA1 foi
adquirido da Invitrogen Ltda, Carlsbad, CA, E.U.A.. Todos os outros
produtos quimicos foram de grau analitico e foram obtidos a partir de
fornecedores de padrdao comercial. O HC-030031 foi dissolvido em
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10% de dimetilsulfoxido (DMSO), 5% de Tween® 80 e 85% de
solugdo salina estéril. A solu¢do de HC-030031 injetado por via i.pl.,
i.t. ou i.c.v., possuia 10% de DMSO. AS-ODN foi suspenso em
tampao fosfato livre de nuclease.

3.8. Anélise estatistica

Os resultados foram expressos com a média + erro padrdo da média.
A analise estatistica dos resultados foi realizada por meio de analise
de variancia (ANOVA) de uma via, seguido do teste de Bonferroni
quando apropriado. As porcentagens de inibi¢des estdo apresentadas
como a média + erro padrdo das inibigdes obtidas para cada
experimento individual. Valores de P menores do que 0,05 (P<0,05)
foram considerados como indicativo de significancia.
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4. RESULTADOS

4.1. Efeito do pré- e pés-tratamento com HC-030031,
um antagonista seletivo do receptor TRPA1, sobre a
hiperalgesia mecanica aguda da pata de camundongos

Inicialmente, na tentativa de ampliar a visdo e confirmar o
envolvimento do receptor TRPAIl na hiperalgesia mecanica
inflamatdria induzida pela injegdo i.pl. de CFA, os animais foram
pos-tratados sistemicamente com diferentes doses do HC-030031
(30-300 mg/kg, i.p.), um antagonista seletivo do receptor TRPAL.
Como ilustra a Figura 1, a sensibilidade da pata a estimulacdo
mecanica foi significativamente aumentada 24 h apdés a
administragdo i.pl. de CFA quando comparado ao grupo controle
que recebeu somente salina i.pl. O tratamento com HC-030031
inibiu deforma parcial, mas significativamente, a hiperalgesia
mecanica aguda induzida pelo CFA. A inibic¢do foi de maneira dose
e tempo dependente quando comparado grupo que recebeu veiculo.
A andlise do decurso temporal do efeito antinociceptivo do
tratamento com HC-030031, na sua maior dose, nos revela que este
efeito perdurou por até 4 h e retornou ao valores basal na oitava
hora ap6s sua administracdo. Sendo que a inibicdo maxima atingida
apos o tratamento com HC-030031 (300 mg/kg) foi de 51 = 7 %
(Figura 1A). Baseados nesses resultados, selecionamos a dose de
300 mg/kg do HC-030031 para experimentos posteriores. A Figura
1B demonstra o efeito antinociceptivo do tratamento com HC-
030031 (30-300 mg/kg) sobre a hiperalgesia mecanica aguda com
base na area sob a curva (0 - 8 h) ap6s a injegdo i.pl. de CFA.

Visto que o pos-tratamento com o antagonista seletivo do receptor
TRPA1 reduziu a hipersensibilidade a estimulagdo mecanica
induzida pela inje¢do i.pl. de CFA, em seguida verificamos a
capacidade do pré-tratamento com HC-030031 em prevenir o
aumento da sensibilidade da pata a estimulagdo mecanica. Para
isso, os animais foram pré-tratados com HC-030031 (300 mg/kg,
i.p.) 1 h antes da indugdo da hiperalgesia inflamatoria aguda e o
comportamento nociceptivo a estimulagdo mecanica foi observado
por um periodo de até 8 h. Como demonstrado na Figura 2, o pré-
tratamento com HC-030031 preveniu significativamente a
hiperalgesia mecanica aguda da pata até a sexta hora apds sua
administragdo, quando comparado ao grupo que recebeu veiculo.
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Figura 1: Efeito do pds-tratamento sistémico com o antagonista seletivo do
receptor TRPA1, HC-030031, na hiperalgesia mecanica aguda induzida
pela injecdo i.pl. de CFA em camundongos CD1. (A) Curva dose-resposta
representando o efeito do pos-tratamento com o HC-030031 (30, 100 e 300
mg/kg, i.p.), sobre a hiperalgesia mecanica aguda induzida pela injecdo i.pl. de
CFA (20 pl/pata), 24 horas apos o estimulo flogistico. (B) Efeito do tratamento
com HC-030031 sobre a hiperalgesia mecanica induzida pelo CFA expresso
como base na area sob a curva (O — 8 h). Cada grupo representa a média =+
E.P.M de 6 animais. Os simbolos denotam a diferenca significativa: *p<0,05
quando comparado com o grupo salina i.pl. e “p<0,05 comparando com o grupo
CFA i.pl. Analise de variancia de uma via/ANOVA (medidas repetidas) seguido
do teste de Bonferroni. LB, Limiar basal a estimulagdo mecanica.
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Figura 2: Efeito do pré-tratamento sistémico com antagonista seletivo de
receptor TRPA1, HC-030031, na hiperalgesia mecanica aguda induzida
pela injecdo i.pl. de CFA em camundongos CD1. O grafico representa o
efeito do pré-tratamento com HC-030031 (300 mg/kg, i.p.), sobre a hiperalgesia
mecanica induzida por CFA (20 pl/pata). Cada grupo representa a média +
E.P.M de 6 animais. Os simbolos representam a diferenca significativa: *p<0,05
quando comparado com o grupo salina i.pl. e “p<0,05 comparando com o grupo
CFA i.pl. Analise de variancia de uma via/ANOVA (medidas repetidas) seguido
do teste de Bonferroni.LB, Limiar de retirada basal.
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4.2, Efeito do pds-tratamento com HC-030031, um
antagonista seletivo do receptor TRPALl, sobre a
hiperalgesia mecénica crénica da pata de camundongos

Com base nos resultados apresentados anteriormente, que sugerem o
envolvimento do receptor TRPAI na génese e na manutengdo da
hiperalgesia mecénica aguda induzida por CFA, levantou-se a
hipétese se o tratamento com o HC-030031 também seria capaz de
reverter a hiperalgesia mecanica persistente da pata evocada por este
mesmo agente inflamatorio. Para confirmar nossa hipotese, os
animais foram tratados com o HC-030031 (300 mg/kg, i.p.) no 7°,
14°, 21° e 28° dias apos a injecdo i.pl. de CFA.

De forma similar aos resultados obtidos com os tratamentos na
hiperalgesia mecénica aguda com o HC-030031, o tratamento
terapéutico com o antagonista do receptor TRPA1 também reduziu
de forma significativa a hiperalgesia mecanica cronica induzida por
CFA (Figura 3). Quando comparamos o efeito do tratamento com
HC-030031 sobre a hiperalgesia mecanica aguda (1° dia, Figura 1A)
e cronica (7° dia), verificou-se que o efeito antinociceptivo do
tratamento com HC-030031 em ambas as condi¢des dolorosas foram
semelhantes (Figura 3A). O efeito antinociceptivo do tratamento com
0 HC-030031 perdurou por até a 4° h apos o tratamento e apresentou
uma porcentagem de inibicdo maxima de 59 £ 5 %.

Uma vez caracterizado o perfil farmacologico do efeito anti-
hiperalgésico do tratamento com o antagonista do receptor TRPAI,
os animais foram tratados com HC-030031 (300 mg/kg, i.p.) em
diferentes intervalos de tempo (14°, 21° e 28° dias apos a inje¢do
i.pl. de CFA). Nestes intervalos, o efeito antinociceptivo foi avaliado
sempre na 2° hora ap6s a administragio do antagonista. Neste
sentido, os resultados da Figura 3B demonstram que o tratamento
com HC-030031 (300 mg/kg, i.p.) reverteu de maneira significativa a
hiperalgesia mecanica apresentando inibigdes de 75 £ 5, 63 £4 ¢ 71
+ 4 %, respectivamente.
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Figura 3: Efeito do pds-tratamento sistémico com antagonista seletivo de
receptor TRPA1L, HC-030031, sob a hiperalgesia mecanica crénica induzida
pela injecdo i.pl. de CFA em camundongos CD1. (A) Efeito do pos-
tratamento com HC-030031 (300 mg/kg, i.p.), sobre a hiperalgesia mecéanica
induzida pela injecdo de CFA (20 pl/pata), 7 dias apds o estimulo flogistico. (B)
Efeito do poés-tratamento com HC-030031 (300 mg/kg, i.p.), na hiperalgesia
mecanica cronica induzida por CFA (20ul/pata), por um periodo total de até 28
dias, avaliados nos dias 7, 14, 21 e 28 apds a inducdo da hiperalgesia. Cada
grupo representa a média £+ E.P.M de 6 animais. Os simbolos denotam a
diferenca significativa: *p<0,05 quando comparado com o grupo salina i.pl. e
"0<0,05 comparando com o grupo CFA ipl. Anélise de varidncia de uma
via/ANOVA (medidas repetidas) seguido do teste de Bonferroni.



28

4.3. Participacéo dos receptores TRPAL periféricos e
espinhais, mas ndo supraespinhais, na hiperalgesia
mecéanica induzida pelo CFA

Baseado em nossos resultados, onde demonstrou-se o envolvimento
do receptor TRPA1 na génese e na manutencdo da hiperalgesia
mecanica aguda e cronica induzida pelo CFA, levantou-se a hipotese
se o efeito antinociceptivo do tratamento sistémico com o HC-
030031 seria associado com sua habilidade em bloquear os
receptores TRPA1 localizados tanto ao nivel periférico quanto
central. Para respondermos essa hipotese, os animais foram tratados
com o antagonista do receptor TRPA1l, HC-030031, através de
diferentes vias de administragdo (i.pl., i.t. ou i.c.v.) em distintos
intervalos de tempo (1°, 7°, 14°, 21° e 28° dia) apos a injegdo i.pl. de
CFA. O tratamento com o HC-030031 inibiu de forma parcial,
porém significativamente a hiperalgesia mecanica causada pelo CFA
(1°dia), quando os animais foram tratados pelas vias i.pl. (100
ng/sitio) e i.t. (10 pg/sitio), com porcentagens de inibigdo de 67 = 5 ¢
62 + 5 %, respectivamente. Diferentemente, o tratamento i.c.v. com
HC-030031 (10 pg/sitio) ndo alterou de maneira significativa a
hiperalgesia mecénica da pata causada pelo CFA (Figura 4).
Seguindo o mesmo protocolo experimental verificamos o efeito do
tratamento com HC-030031 no 7° dia apds a indug@o da hiperalgesia
mecanica. De maneira similar aos achados da hiperalgesia mecanica
aguda somente o tratamento periférico (i.pl.) e espinhal (i.t.) com
HC-030031 reduziu significativamente a hiperalgesia mecanica
tardia, apresentando porcentagens de inibigdes de 67 £5 ¢ 71 + 6 %,
respectivamente. Ja o tratamento i.c.v. com HC-030031 ndo alterou
de forma significativa a hipersensibilidade mecanica tardia causada
pelo CFA (Figura 5A). De forma similar aos resultados obtidos no 7°
dia apods o estimulo inflamatério, o HC-030031 reverteu de forma
significativa a hiperalgesia mecanica cronica da pata dos animais. A
administragdo  i.pl. ou it. apresentou diminui¢do da
hipersensibilidade mecénica cronica, apresentando pico de inibigao
expressos em porcentagens de 76 + 9 e 74 = 5 % para o 14° dia, 92 +
4e¢82+6%parao2l°diae8 +6¢e76+5 % para o 28° dia,
respectivamente. Novamente como nas avaliagdes anteriores, o
tratamento i.c.v. ndo apresentou alteracdo significativa na
hiperalgesia mecanica cronica em nenhum dos intervalos avaliados
(Figura 5B).
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De acordo com os resultados descritos acima, nossos achados
fortemente sugerem que o efeito anti-hiperalgésico do tratamento
com o antagonista do receptor TRPA1, decorre da sua capacidade em
bloquear os receptores localizados em terminagdes mnervosas
periféricas e espinhais.
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Figura 4: Efeito do tratamento periférico ou central com o antagonista
seletivo de receptor TRPA1, HC-030031, sobre a hiperalgesia mecanica
aguda induzida pela injecdo i.pl. de CFA em camundongos CD1. Efeito
antinociceptivo do tratamento com HC-030031, 24 horas apds a injecdo i.pl. de
CFA, por diferentes vias de administragdo: intraplantar (100 pg/sitio, i.pl.),
intratecal (10 pg/sitio, i.t.) ou intracerebroventricular (10 pg/sitio, i.c.v.), sobre
a hiperalgesia mecanica aguda. Cada grupo representa a média + E.P.M de 6
animais. Os simbolos representam a diferenca significativa: *p<0,05 quando
comparado ao grupo controle que recebeu injecdo i.pl. de salina e “p<0,05
quando comparado com o grupo que recebeu injec¢do i.pl. de CFA. Analise de
variancia de uma via/ANOVA (medidas repetidas) seguido do teste de
Bonferroni. LB, Limiar de retirada basal.
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Figura 5: Efeito do tratamento periférico ou central com o antagonista
seletivo de receptor TRPAL, HC-030031, sobre a hiperalgesia mecéanica
tardia induzida pela inje¢do i.pl. de CFA em camundongos CD1.(B)
Efeito antinociceptivo do tratamento com HC-030031 por diferentes vias
de administragdo: intraplantar (100 pg/sitio, i.pl.), intratecal (10 pg/sitio,
i.t.) ou intracerebroventricular (10 pg/sitio, i.c.v.), no 7° dia apds a inje¢do
i.pl. de CFA. Cada grupo representa a média + E.P.M de 6 animais. Os
simbolos representam a diferencga significativa: *p<0,05 quando comparado
ao grupo controle que recebeu inje¢do i.pl. de salina e “p<0,05 quando
comparado com o grupo que recebeu inje¢do i.pl. de CFA. Analise de
varidncia de uma via/ANOVA (medidas repetidas) seguido do teste de
Bonferroni. LB, Limiar de retirada basal.
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4.4, Efeito do pds-tratamento sistémico com o HC-030031,
um antagonista seletivo do receptor TRPAL, sobre a
hiperalgesia aguda ao frio nocivo da pata de camundongos

Com base nos resultados obtidos da hiperalgesia mecanica e levando
em consideracdo os divergentes achados na literatura sobre a
importancia do receptor TRPA1 na detecgdo do frio nocivo (Bautista
et al. 2006; Trevisani et al. 2007), analisamos a seguir a possivel
participacdo deste receptor na hiperalgesia térmica ao frio induzida
pela injecdo ipl. de CFA. Os animais foram pos-tratados
sistemicamente com o antagonista seletivo de receptor TRPAI1, o
HC-030031 (300 mg/kg, i.p.), e como mostrado na figura 6, a
sensibilidade da pata a estimulagio ao frio nocivo, foi
significativamente aumentada 24 h ap6s a administragdo i.pl. de CFA
quando comparado ao grupo que recebeu somente PBS. O
tratamento sistémico com o HC-030031 inibiu de maneira parcial,
porém significativa, a hiperalgesia térmica ao frio induzida pelo
CFA, com base na redugédo do tempo de lambida na pata estimulada
por um periodo total de 5 minutos (Figura 6A), e também o tempo de
laténcia para a primeira lambida (Figura 6B). As duas avaliagdes
foram comparadas ao grupo controle que recebeu somente veiculo.

Levando em consideracdo nossos achados anteriores, onde o pos-
tratamento com o HC-030031 diminuiu a sensibilidade da pata dos
animais na hiperalgesia térmica aguda, analisamos a seguir se o
receptor TRPA1 estaria envolvido no processo cronico da
hiperalgesia térmica ao frio induzido pelo processo inflamatorio.
Para isso, os animais foram tratados com o HC-030031 (300 mg/kg
1.p.) no 7°, 14°; 21° e 28° dia ap6s a inje¢do i.pl. de CFA. De forma
similar aos resultados obtidos na hiperalgesia ao frio aguda, a injecdo
i.pl de CFA aumentou a sensibilidade da pata a estimula¢do térmica
ao frio, quando avaliados no 7°, 14°, 21° ¢ 28° dias apds sua injegao.
Confirmando nossa hipétese, o tratamento com o antagonista de
receptor TRPAI, reduziu a hiperalgesia térmica cronica ao frio
induzida pelo CFA. (Figura 7). Analisando o efeito do HC-030031
sobre a hiperalgesia térmica aguda (1° dia) e crdénica (7° dia),
verificamos que o efeito do HC-030031 em ambas as condigdes
foram semelhantes, diminuindo o tempo total de lambidas (Figura
7A), bem como o aumento da laténcia para a lambida (Figura 7B). O
tratamento com o HC-030031 realizado no 14°, 21° e 28° dias ap6s a
injecdo de CFA, também foi capaz de diminuir a hiperalgesia térmica
ao frio frente ao estimulo com tetrafluoroetano, tanto quando
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analisado no tempo total de lambidas (Figura 7C), bem como no
tempo para a laténcia da lambida (Figura 7D).
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Figura 6: Efeito do pés-tratamento sistémico com antagonista seletivo de
receptor TRPA1, HC-030031, sob a hiperalgesia térmicas aguda ao frio
nocivo induzida pela inje¢do i.pl. de CFA em camundongos CD1. (A)
Influencia do pos-tratamento com HC-030031 (300 mg/kg, i.p.) na hiperalgesia
térmica ao frio na contagem total do tempo em que o animal lambe a pata, por
um intervalo de 5 minutos e (B) a laténcia para a lambida induzida por CFA e
estimulada com tetrafluoroetano Cada grupo representa a médias + E.P.M de 6
animais. Os simbolos representam a diferenca significativa: *p<0,05 quando
comparado com o grupo veiculo i.pl. (Salina) e * p<0,05 comparando com o
grupo CFA i.pl. Analise de varidncia de uma via/ANOVA (medidas repetidas)
seguido do teste de Bonferroni.
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Figura 7: Efeito do po6s-tratamento sistémico com antagonista seletivo de
receptor TRPA1, HC-030031, na hiperalgesia térmica cronica ao frio,
induzida pela injecdo i.pl. de CFA em camundongos CD1. Efeito do
tratamento com HC-030031 (300 mg/kg, i.p) sobre a hiperalgesia térmica
cronica, 7 dias ap6s a inje¢do de CFA (20 ul/pata), analisando o niimero de
lambidas da pata estimulada (A) e a laténcia para a lambida (B). Efeito do
tratamento com HC-030031 (300 mg/kg, i.p) sobre a hiperalgesia térmica
cronica, 14°, 21° e 28° dias ap6s a injegdo de CFA (20 pl/pata), analisando o
nimero de lambidas da pata estimulada (C) e a laténcia para a lambida (D)
Cada grupo representa a médias + E.P.M de 6 animais. Os simbolos
representam a diferenca significativa: *p<0,05 quando comparado com o grupo
veiculo i.pl. (Salina) e * p<0,05 comparando com o grupo CFA i.pl. Analise de
varidancia de uma via/ANOVA (medidas repetidas) seguido do teste de
Bonferroni.
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4.5. Efeito da supressdo do receptor TRPAL em
camundongos, sob a hiperalgesia mecanica e térmica
induzida pela injecéo i.pl. de CFA

Em conjunto, os achados farmacoldgicos até aqui apresentados
demonstram claramente que os receptores TRPA1 expressos tanto a
nivel periférico quanto central desempenham um papel crucial na
hiperalgesia mecanica aguda e cronica. A fim de ampliar e confirmar
os resultados farmacoldgicos fez-se uso de uma estratégia molecular
para a supressao génica do receptor TRPA1, através do tratamento
i.t. repetido com antisense (AS-ODN) contra o TRPA1. O tratamento
com antisense (AS-ODN) contra o receptor TRPAI, bloqueou
significativamente a hiperalgesia mecanica induzida pelo CFA (1°
dia), quando comparado aos animais que receberam PBS pela mesma
via de administragdo. A porcentagem de inibicdo atingida pela
supressdo molecular do receptor TRPA1 foi de 89 + 5 % (Figura 8).
Semelhantes aos resultados obtidos na hiperalgesia mecanica, o
tratamento intratecal com antisense contra o receptor TRPA1 reduziu
a hiperalgesia ao frio nocivo (Figura 9A). Além disso, também
reduziu outro pardmetro observado e relacionado ao fendmeno
hiperalgésico térmico (ao frio), a laténcia de resposta para o primeiro
evento nociceptivo (lamber da pata) (Figura 9B).
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Figura 8: Efeito da administracdo i.t. do antisense contra o receptor
TRPA1 (TRPA1 AS-ODN) na hiperalgesia mecénica induzida por CFA.
Efeito da supressdo do gene para o receptor TRPA1, apds o tratamento i.t. do
TRPA1 AS-ODN, sobre a hiperalgesia mecéanica induzida pela injecdo i.pl. de
CFA (20 pl/pata) em camundongos CDI1. Cada grupo representa a médias +
E.P.M de 6 animais. Os simbolos representam a diferenga significativa: *p<0,05
quando comparado com o grupo veiculo i.pl. (Salina) e * p<0,05 comparando
com o grupo CFA (sem antisense). Analise de varidncia de uma via/ANOVA
(medidas repetidas) seguido do teste de Bonferroni.
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Figura 9: Efeito da administragdo do antisense TRPA1 (TRPA1 AS-ODN)
sobre a hiperalgesia térmica ao frio induzida por CFA. Efeito da supressdo do
gene TRPAT1 sob a hiperalgesia térmica avaliada pela resposta no tempo de
lambida da pata estimulada com tetrafluoroetano (A) e a laténcia para o
comportamento de lamber (B). Cada grupo representa a médias = E.P.M de 6
animais. Os simbolos representam a diferenca significativa: *p<0,05 quando
comparado com o grupo veiculo i.pl. (Salina) e * p<0,05 comparando com o
grupo CFA (sem antisense). Analise de variancia de uma via/ANOVA (medidas
repetidas) seguido do teste de Bonferroni.
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4.6.Efeito do pré-tratamento sistémico com o HC-030031
na expressao do receptor TRPAL e na deteccdo do mRNA
para o receptor TRPA1

Para verificar se o pré-tratamento sistémico com HC-030031 (300
mg/kg, i.p.) seria capaz de impedir o aumento da expressdo dos
receptores TRPAT1 induzida pela injego i.pl. de CFA, avaliou-se os
niveis protéicos deste receptor na medula espinhal através de
imunohistoquimica.

A analise de amostras da medula espinhal (L1-L5) do lado ipsilateral
da pata injetada (CFA ou PBS) demonstra a expressdo de niveis
basais de proteinas para o receptor TRPA1. No entanto, comparado
as amostras dos animais do grupo controle (PBS), as
imunomarcag¢des da medula espinhal referentes aos animais que
receberam inje¢do ipl. de CFA apresentaram um aumento
significativo na expressdo da proteina para o receptor TRPAL.
Porém, quando os animais foram sistemicamente pré-tratados com o
antagonista HC-030031, ocorreu uma inibi¢do significativa da
expressdo dos receptores TRPA1 na medula espinhal (Figura 10).
Com base nos resultados apresentados acima, que demonstraram que
o pré-tratamento com HC-030031 diminuiu os niveis de expressdo
do receptor TRPA1 na medula espinhal, tornou-se importante uma
analise mais refinada sobre o padrdo de expressao do RNAm para o
receptor TRPAT1 no ganglio da raiz dorsal (GRD). De forma similar
aos achados da expressdo do receptor TRPAI, a quantificagdo do
mRNA para este receptor apresentou-se aumentada quando avaliado
24 horas ap6s os animais receberem a injecdo i.pl. de CFA. No
entanto, quando os animais foram pré-tratados com o antagonista
HC-030031 (300 mg/kg, i.p.), ocorreu uma reducao significativa dos
niveis do RNAm para o receptor TRPA1 nos GRD (Figura 11).
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Figura 10: A superexpressdo do receptor TRPA1 na medula espinhal em
camundongos tratados subcutaneamente com CFA intraplantar. Efeito do pré-
tratamento sistémico com antagonista de receptor TRPA1, o HC-030031 (300
mg/kg, i.p.) sobre a expressdo do receptor TRPA1, na medula espinhal (L1-L5)
de camundongos CD1 24 h ap6s a injegdo i.pl. de CFA (20ul/pata (A) Imagens
histologicas representativa da reagdo de imunohistoquimica para a proteina
TRPA1 na medula espinhal. (B) Medida da densidade oOptica da
imunorreatividade média para os receptores TRPA1 na medula espinhal. Cada
grupo representa a médias = E.P.M de trés animais. Os simbolos representam a
diferenca significativa: *p<0,05 quando comparado com o grupo veiculo e *
p<0,05 para o grupo CFA (sem HC-030031). Analise de varidncia de uma
via/ANOVA (medidas repetidas) seguido do teste de Bonferroni.
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Figura 11: A superexpressio mRNA TRPAlem génglios da raiz dorsal em
camundongos tratados subcutaneamente com CFA intraplantar. Efeito do pré-
tratamento sist€émico com antagonista de receptor TRPA1, o HC-030031 (300
mg/kg, i.p.) sobre a expressdo do receptor TRPA1, nos ganglios da raiz dorsal
(L1-L5) em camundongos CD1, 24 h apds a injecdo i.pl. de CFA (20ul/pata. A
quantidade realtiva da transci¢do do gene TRPA1 foi determinada por Tagman
qPCR 27 cDNA. Cada grupo representa a médias £ E.P.M de trés animais. Os
simbolos representam a diferenca significativa: *p<0,05 quando comparado
com o grupo veiculo e # p<0,05 comparando com o grupo CFA (sem HC-
030031). Analise de variancia de uma via/ANOVA (medidas repetidas) seguido
do teste de Bonferroni.
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5. DISCUSSAO

Desde a descoberta e a caracterizagdo dos receptores TRPA1, grande
parte dos estudos envolvendo estes receptores foi concentrado na
participacdo da transmissdo do sinal doloroso. Deste modo, inumeros
estudos mostram por diferentes modelos comportamentais e técnicas
a participagdo do TRPA1 em condi¢des de dor inflamatéria e
neuropatica. Contudo, apesar das muitas evidencias mostrarem a
participacdo do receptor TRPAT1 na deteccdo de estimulos térmicos e
mecanicos, ainda se faz necessiria uma melhor eclucida¢do dos
mecanismos operados por este receptor. Neste sentido, o conjunto de
resultados apresentados no presente trabalho contribui para elucidar
e avangar nos conhecimentos acerca do envolvimento do receptor
TRPA1 na hiperalgesia mecanica e térmica (i.e. frio nocivo) em
condicdo inflamatoria aguda e cronica. Para tal foram utilizados
bloqueio farmacolégico dos receptores através do uso de antagonista
seletivo, bem como a supressio do gene pelo tratamento com
antisense contra o receptor TRPA1 que confirmam a reducdo da
hiperalgesia inflamatoria térmica e mecénica. Além disso,
verificamos que o bloqueio do receptor TRPA1 pelo seu antagonista,
o HC-030031, diminui também sua expressdo tanto central quando
perifericamente.

Dados da literatura mostram que a inje¢ao i.pl. de CFA produz
resposta inflamatdria e por consequéncia, dor inflamatéria, a qual se
desenvolve rapidamente e perdura por varios dias. De fato, estudos
prévios do nosso grupo de pesquisa mostraram que a injegdo i.pl. de
CFA provoca hiperalgesia persistente (Ferreira et al. 2001; Quintao
et al. 2005; Paszcuk et al. 2007; Manjavachi et al. 2009). Este efeito
esta associado a mudangas marcantes na transmissdo da informagao
nociceptiva de neurdnios periféricos e centrais. A sensibiliza¢ao
periférica pode estar associada a lesdes, inflamagdo ou doengas como
a diabetes, artrite ou crescimento tumoral. Essa sensibilizacdo resulta
de altera¢des das propriedades de nervos periféricos que ocorre em
consequéncia de danos teciduais, ou ainda, devido a mudangas
eletrofisioldgicas das fibras periféricas primarias o que possibilita o
surgimento de disparos neuronais ectdpicos ¢ a condigdes de
hipersensibilidade. De fato, o uso de anestésicos locais e sistémicos
para o tratamento de diferentes condigdes neuropaticas e
inflamatorias parece ser mediado pelo bloqueio de canais de sodio
que se acumulam em fibras sensoriais periféricas (Basbaum e Woolf
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1999; Basbaum et al. 2009). Por outro lado, a sensibilizagdo pode
ocorrer de forma dependente da plasticidade sinaptica comum em
estados inflamatorios e neuropaticos. A atividade dos nociceptores
durante a inflamacdo se mantém aumentada facilitando as sinapses
nos cornos dorsais da medula espinhal. Ja a sensibilizacdo central
ocorre devido a atividade dependente de sinapses no cortex
envolvendo moduladores e aminoacidos excitatorio, alteragdes em
canais i0Onicos e ativagdo de quinases pré- e pds-sinapticas. O
aumento nas sinapses permite que estimulos que normalmente sdo
subliminares possam ativar neurdnios nociceptivos que quando
ativados provocam sensag¢do de dor (Woolf 1983; Costigan et al.
2009).

Nossos dados demonstram que a hiperalgesia inflamatdria mecanica,
foi reduzida pelo bloqueio farmacolégico dos receptores TRPAI1
através do tratamento sistémico com antagonista seletivo, o HC-
030031. Corroborando com nossos achados, varios trabalhos tém
demonstrado que o receptor TRPA1 possui um importante papel na
deteccdo do estimulo mecanico em diferentes condi¢cdes dolorosas.
Neste sentido, Petrus e colaboradores (2007) com o uso de um
antagonista seletivo do receptor TRPA1, o AP18, verificaram que o
bloqueio farmacolégico reduziu significativamente a hiperalgesia
mecanica aguda induzida pela injecdo ipl. de CFA em
camundongos. Em ratos, Eid e colaboradores (2008) demonstraram
que o tratamento sistémico com o HC-030031, outro antagonista
seletivo do receptor TRPAT1 reduziu a hiperalgesia mecanica aguda
evocada pela injecdo i.pl. de CFA. Além disso, o mesmo estudo
demonstrou que o efeito anti-hiperalgésico decorrente do bloqueio
farmacologico dos receptores TRPA1, também foi eficaz na dor
neuropatica, pois animais submetidos a ligagdo do nervo L5 e
tratados com o HC-030031 apresentaram significativa redugdo da
hiperalgesia mecanica. Mais recentemente, outro estudo demonstrou
que a resposta visceromotora produzida pela distensdo gastrica em
camundongos, foi reduzida significativamente através da injecdo i.t.
do AS-ODN contra o receptor TRPA1, quando comparados com os
animais que receberam a inje¢do i.t. de MM-ODN (Kondo et al.
2009). Além disso, resultados com camundongos submetidos a
supressdo génica para o receptor TRPAI, também demonstram que
este receptor TRPA1 desempenha um importante papel na detecgdo
do estimulo mecéanico. Corroborando com o envolvimento do
TRPA1 na transmissdo do estimulo mecanico, Cattaruzza e
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colaboradores (2009) demonstraram que a ativagcdo do TRPA1 induz
hiperalgesia visceral e que animais com a delecdo génica para este
receptor possuem uma marcante redugdo da hiperalgesia mecanica
induzida pela inflamagdo do cdlon.

Refor¢ando esses resultados in vivo, estudos in vitro mostraram que
células CHO (ovario de hamster chinés) transfectadas com o receptor
TRPA1 quando estimuladas com agonistas seletivos desse receptor,
o cinamaldeido e isotiocianato de alila, causa um aumento no influxo
de Ca’" intracelular, efeito esse que foi bloqueado pelo tratamento
com HC-030031 (Eid et al. 2008). Da mesma forma, células CHO
expressando o receptor TRPA1 apresentam aumento no influxo de
Ca’" de forma concentragdo-dependente quando expostas a diferentes
concentra¢des de cinamaldeido, efeito esse que foi bloqueado pelo
antagonista seletivo do receptor TRPA1, o AP18 (Petrus et al. 2007).
Em outro modelo de dor inflamatoria, McNamara e colaboradores
(2007) verificaram que a administragdo i.pl. de formalina em
camundongos  provoca comportamentos  caracteristicos de
nocicep¢do (lamber, morder e chacoalhar a pata estimulada), sendo
que esse efeito foi reduzido pelo bloqueio dos receptores TRPAT1
através do tratamento com HC-030031. Neste mesmo trabalho, foi
verificado que animais com dele¢do génica para o receptor TRPA1
apresentaram reducdo do comportamento nociceptivo induzido pela
injecdo i.pl de formalina quando comparados com animais selvagem.
Nossos achados demonstram que o tratamento com o HC-030031 foi
capaz de reduzir tanto a hiperalgesia mecénica aguda quanto cronica
no modelo de CFA. E importante salientar que até o presente
momento este € o primeiro estudo que demonstrou que o tratamento
repetido com o antagonista seletivo do receptor TRPA1 reduz a
hiperalgesia inflamatoria cronica. Estudos sugerem que esse efeito
prolongado da hiperalgesia mecanica causada pelo CFA ¢
provavelmente mediado, pela indugdo de fatores de transcrigdo e de
crescimento que s30 super-expressos por semanas apos a lesdo
tecidual. Silvilia e colaboradores (2008) verificaram que na
inflamagdo cronica induzida pela injecdo i.pl. de CFA, ocorre
aumento na expressdo de NGF na pele de ratos analisados em
estudos ex vivo. De forma semelhante, Spears e colaboradores (2005)
mostraram que a inje¢do de CFA na articulagdo temporomadibular
de ratos adultos provoca significativo aumento na expressao de NGF
em neurdnios do ganglio trigeminal por até seis semanas apos a
injecdo do CFA. Reforcando esses dados, a inje¢do i.pl. de CFA
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aumenta significativamente a expressao do gene BDNF na medula
espinhal de ratos (Duric e McCarson 2007). Recentemente,
demonstrou-se que o BDNF pode regular a expressao ¢ a atividade
de transdugdo do canal TRPA1, aumentando assim a sensibilidade
neuronal a estimulos dolorosos (Ciobanu et al. 2009). Da mesma
forma, Diogenes e colaboradores (2007) mostraram que o NGF
participa da regulacdo da expressio do receptor TRPA1 em
neurdnios do ganglio trigeminal. Em conjunto, esses dados reforgam
a hipotese de que diversas substincias pro-inflamatoérias podem
modular o receptor TRPA1. De fato, nossos resultados demonstram
claramente que o receptor TRPA1 desempenha um papel crucial na
manutengao da hiperalgesia mecanica persistente.

Também relevante foram as observacdes que mostraram que o
bloqueio do receptor TRPA1 através do pré-tratamento com HC-
030031, ou seja, uma forma de tratamento preventivo, foi capaz de
diminuir o surgimento da hiperalgesia inflamatoria mecanica. E
importante mencionar que a inflamagdo resulta na liberagdo de
inumeras substancias, sendo muito delas substancias neuroativas.
Moléculas como a bradicinina, citocinas, prostanodides, espécies
reativas de oxigénio, oxido nitrico, aminas simpatomiméticas entre
outras sdo produzidas durante a inflamagdo por células residentes e
migratorias (Coutaux et al. 2005). Assim, as terminagdes nervosas de
fibras aferentes primarias sdo capazes de reconhecer ¢ responder a
cada molécula pro-algésica e inflamatdria produzida nesse processo.
Como resultado dessa interagdo, as fibras nervosas sensoriais
aumentam sua excitabilidade, aumentando a responsividade neuronal
a estimulos dolorosos, acarretando o aparecimento da
hipersensibilidade térmica e mecanica (Basbaum et al. 2009).
Trabalhos recentes mostraram que moléculas endogenas liberadas
durante o processo inflamatorio podem ativar diretamente os
receptores TRPA1, incluindo o acido araquiddnico, a bradicinina,
produtos do estresse oxidativo entre outras. (Bandell et al. 2004;
Andersson et al. 2008). Cruz-Orengo e colaboradores mostraram que
a 15d-PGJ;, induz comportamento nociceptivo quando injetado na
pata de camundongos via mecanismos dependentes do receptor
TRPA1 (Cruz-Orengo et al. 2008). Da mesma forma, Trevisani e
colaboradores (2007) demonstraram que a inje¢do subcutinea de 4-
HNE (um aldeido produzido da peroxidacao de lipideos) na pata de
camundongos, provoca comportamento nociceptivo que pode ser
bloqueado por antagonistas do receptor TRPAIl. Desse modo, a
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abordagem terapéutica mais comum para a redugdo da dor
inflamatdria, envolve a inibicdo da sintese e/ou acumulo de
moléculas inflamatorias, como o uso de drogas anti-inflamatorias
ndo esteroidal (Basbaum e Woolf 1999; Besson 1999; Costigan e
Woolf 2000; Basbaum et al. 2009). Entretanto, novas drogas que
possam diretamente bloquear a acdo de mediadores inflamatdrios
podem apresentar-se como futuras e inovadoras estratégias para o
tratamento das dores inflamatorias

Nossos resultados mostram ainda que a hiperalgesia mecanica
induzida pela injecdo i.pl de CFA, envolve a participacdo dos
receptores TRPAT1 localizados periférica e centralmente (espinhal).
De fato, inimeros trabalhos mostram que a distribui¢do do receptor
TRPAT esta restrito aos neurdnios de pequeno didmetro da periferia
(Patapoutian et al. 2009; Stucky et al. 2009). Utilizando as técnicas
de Western blot e de imunohistoquimica, Nagata e colaboradores
(2005) verificaram a expressao do receptor TRPA1 em neurdnios dos
ganglios da raiz dorsal (GRD), trigeminal e nodoso, além de
observar a expressdo do receptor TRPA1 em neurénios de pequeno
diametro da periferia utilizando anticorpos contra a regido N-
terminal (Nagata et al. 2005) e C-terminal do receptor (Bautista et al.
2005). Além disso, utilizando anticorpos contra o receptor TRPA1
nosso grupo de pesquisa demonstrou sua presenga no nervo ciatico e
na medula espinhal (Andrade et al. 2008). Além disso, trabalho
recente demonstrou que a hipersensibilidade mecanica induzida por
estados diabéticos, parece depender da participacdo dos receptores
TRPA1 espinhais, j4 que o tratamento it. com um antagonista
seletivo dos receptores TRPA1 foi capaz de diminuir a hiperalgesia
mecanica induzida pelo o6leo de mostrada (Wei et al. 2010).
Baseados nos achados da literatura e nos resultados obtidos por
nosso grupo, podemos sugerir que o bloqueio espinhal e periférico
dos receptores TRPA1 ¢ capaz de diminuir a hiperalgesia aguda e
cronica induzida pelo CFA. No entanto, verificamos que o
tratamento i.c.v. com o HC-030031 ndo apresentou nenhum efeito
anti-hiperalgésico. Isto nos sugere e nos mostra pela primeira vez
que os receptores TRPA1 expressos em estruturas supraespinhais,
parecem ndo estar envolvidos no controle da transmissdo dolorosa
durante condigdes de dor inflamatéria. Apesar desse importante
achado, nenhum estudo até o presente momento mostrou a expressao
dos receptores TRPA1 em nivel supraespinhal, sendo assim estudos
que demonstram a localizagdo em estruturas cerebrais, bem como,
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sua participagdo em estados dolorosos representam um avango
importante nos processos envolvendo os receptores TRPA1.
Adicionalmente, aos achados comportamentais observados no
presente estudo mostraram claramente que o receptor TRPA1 parece
estar envolvido e na génese e¢ manutengdo da hiperalgesia
inflamatoéria, sendo este fendmeno doloroso acompanhado pelo
aumento dos niveis do RNAm e da proteina para este receptor em
neurdnios sensoriais presentes no GRD e na medula espinhal,
respectivamente. De acordo com nossos achados, Obata e
colaboradores (2005) demonstraram que o processo inflamatdrio
induz aumento significativo do RNAm para o receptor TRPA1 no
GRD de camundongos no 1° e no 3° dia apds a injecao i.pl. de CFA,
retornando a niveis basais proximo ao 7° dia apds o estimulo
inflamatorio. Esses resultados demonstram que diferentemente dos
nossos dados, o envolvimento do receptor TRPA1 parece possuir
papel crucial na hiperalgesia inflamatdria aguda e persistente. Nossos
dados mostram ainda que o pré-tratamento com o HC-030031
diminuiu significativamente a expressdo dos receptores TRPA1 no
GRD e na medula espinhal. Estes achados sugerem que a ativagio
do TRPAI pode regular sua propria expressdo, por mecanismos de
auto-regulacdo. De fato, essa caracteristica funcional de auto-
regulacdo do receptor, ao nosso conhecimento, estd sendo descrita
pela primeira vez. De fato, como mencionado anteriormente, a
ativagio do receptor TRPA1 promove o influxo de Ca™ intracelular
e, consequentemente, a ativacdo de segundos mensageiros. O
aumento do Ca' citosolico livre desempenha papel central em
muitos processos celulares incluindo na contragdo muscular, na
liberagdo de transmissores, na proliferagdo celular, na transcrigdo de
genes ¢ na morte celular (Berridge et al. 2000). Deste modo, o
bloqueio dos receptores TRPA1 pode estar influenciando na
expressdo de importantes genes que podem regular a sua propria
expressao, como por exemplo o NGF. De fato, a inje¢do s.c. diaria de
NGF em ratos, aumenta significativamente o RNAm para o receptor
TRPA1 (Diogenes et al. 2007).

Estimulos térmicos detectados pelo organismo acontecem de forma
semelhante para calor e o frio. A detec¢do de estimulos térmicos ao
calor nocivo decorrente da ativagdo de receptores da familia TRP,
mais especificamente por receptores do tipo vanildide (TRPV), é
bem elucidado e descrito na literatura cientifica. Porém, a detec¢do
do frio nocivo pelos receptores TRPA1l ainda merece especial
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atencdo. Estudos recentes demonstram que as estruturas sensoriais
que detectam temperaturas entre 15 e 30 °C parecem ser fibras
nervosas do tipo Ad e C (Dubner et al. 1975; LaMotte e Thalhammer
1982; Campero et al. 2001). Fibras aferentes sensiveis a temperatura
informam continuamente o SNC sobre mudangas na temperatura
corporal. Acredita-se que a sensacdo dolorosa ao frio acontece em
temperaturas abaixo de 15 °C e parece ser detectada pelos receptores
TRPAI, pois sua ativacdo acontece abaixo dos 16 °C (Morin e
Bushnell 1998; Kwan e Corey 2009).

A participagdo dos receptores TRPA1 na detec¢do do frio nocivo
ainda gera grandes discussdes entre diferentes investigadores.
Nossos resultados demonstram que a hiperalgesia térmica evocada
pelo frio nocivo foi reduzida significativamente quando os animais
foram tratados sistemicamente com o antagonista seletivo do
receptor TRPA1, o HC-030031. Suportando nossos achados, Kwan e
colaboradores (2006), com o uso de animais deficientes do receptor
TRPA1, demonstram significativa reducdo nas respostas a
estimulagdo nociva ao frio quando comparada com animais
selvagens. Além disso, os mesmo autores demonstraram que animais
deficientes do receptor TRPA1 apresentaram redugdo na
sensibilidade a sensacdo ao frio quando estimulados com acetona
(Kwan et al. 2006). Neste sentido, um trabalho recente mostrou que
animais com delecdo génica pra o receptor TRPA1 apresentam
diminui¢do significativa no comportamento nociceptivo quando
avaliados pelo teste da placa fria e retirada da cauda, quando
comparados com animais selvagens (Karashima et al. 2009).
Contudo, um estudo envolvendo o bloqueio do receptor TRPAI1
demonstra que a injecdo i.pl. de CFA em ratos provoca intensa
hiperalgesia ao frio, um efeito que foi fortemente bloqueado pela
administragdo i.pl. do AP18, antagonista TRPA1, consequentemente
reduzindo assim o comportamento nociceptivo (Obata et al. 2005).
Em outros modelos experimentais foi demonstrado ainda que a
ligacdo do nervo L-5 em ratos provoca aumento significativo na
hiperalgesia térmica (frio) que pode ser revertido com o tratamento
com o antisense contra o receptor TRPA1 (Katsura et al. 2006).
Obata e colaboradores (2005) demonstraram através dos modelos de
dor inflamatoria e neuropatica o surgimento de intensa hiperalgesia
ao frio duradoura, sendo que este fenomeno doloroso ao frio (i.e.
hiperalgesia) foi reduzida quando os animais foram tratados com o
antisense contra o receptor TRPA1. Interessantemente, um recente
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trabalho propde que o mecanismo envolvido na ativagdo dos
receptores TRPA1 ¢é dependente de ERKS, pois animais com
hiperalgesia ao frio induzido pela inje¢ao i.pl. de CFA, apresentavam
redugdo no comportamento nociceptivo quando tratados com RNAi
de interferéncia contra ERKS5. Além disso, o tratamento com o RNA
de interferéncia contra a ERKS diminui de forma significativa a
expressdo dos receptores TRPA1 em GRDs de ratos (Katsura et al.
2007). Outro trabalho fornece evidéncias de que a estimulagdo
nociva ao frio ativa proteinas quinases como a ERK e a p38 in vivo e
que essas proteinas sdo coexpressas juntamente com receptores
TRPAI em fibras de pequeno didmetro nos GRDs (Mizushima et al.
2006). Ao contrario, existem evidencias experimentais que mostram
o ndo envolvimento do receptor TRPA1 na detec¢do do frio nocivo
(Bautista et al. 2006). Bautista e colaboradores (2006) utilizando
animais deficientes dos receptores TRPA1, mostraram que esses
mesmos animais quando submetidos a testes comportamentais da
placa fria e da acetona, ndo apresentam diferencas significativas na
sensibilidade ao frio quando comparados com animais selvagens. Da
mesma forma, estudos envolvendo pacientes com lesdo nervosa
evocada pelo frio, mostraram que a alodinia térmica ao frio acontece
de forma independente dos receptores TRPA1 ¢ TRPMS8 (Namer et
al. 2008).

Reforgando os trabalhos in vivo que caracterizam o envolvimento do
receptor TRPA1 na transdugdo do frio, um dos primeiros trabalhos
que evidenciam a participacdo desta proteina na deteccdo do frio
nocivo in vitro, demonstrou que células CHO transfectadas com o
receptor TRPA1 quando estimuladas pelo frio aumentam
significativamente o influxo de Ca®" intracelular, sendo que este
efeito pode ser bloqueado por um antagonista para os TRPs, o
vermelho de ruténio (Story et al. 2003). Mais recentemente,
Karashima e colaboradores (2009) demonstraram que temperaturas
abaixo de 10°C resultam em um robusto aumento no influxo de Ca™
intracelular em células expressando TRPAI1, e que este influxo
parece ser de modo independente dos estoques intracelulares de
Ca™".

Apesar da grande maioria dos trabalhos apontarem o receptor
TRPA1 como uma importante proteina na percepg¢do do frio nocivo,
algumas evidéncias controversas sobre a participacdo ja foram
demonstradas na literatura. Isto pode ser justificado pelo menos em
parte pelo emprego de diferentes metodologias, bem como pela
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utilizagdo de diferentes espécies de animais (Story e Gereau 20006).
De fato, trabalho recente mostrou que existe uma importante
diferenca na sequéncia de aminoacidos do receptor TRPA1 entre as
diferentes espécies animais (Chen e Kym 2009). Estudos mostram
que apesar da similaridade da homologia do TRPAI entre humanos,
ratos ¢ camundongos, os mesmos apresentam diferentes perfis de
respostas quando estimulados pelo mesmo agonista seletivo, ou seja,
apresentam sensibilidade diferente entre espécies (Klionsky et al.
2007; Chen e Kym 2009).

Nossos resultados, juntamente com dados da literatura, confirmam a
participacdo do receptor TRPA1 na hiperalgesia térmica ao frio
nocivo. De fato, o tratamento i.t. do antisense contra o receptor
TRPAT1 confirma a hipétese de que a hiperalgesia térmica induzida
pela injecdo i.pl. de CFA ¢ dependente de receptores TRPAL.

Os resultados do presente estudo confirmam que o receptor TRPAI
¢ importante modulador da hiperalgesia térmica (frio) aguda e
também na hiperalgesia mecéanica cronica, ambas provocadas pela
injecdo i.pl. de CFA. Da mesma forma, a hiperalgesia inflamatdria
cronica ao frio nocivo foi revertida pelo tratamento repetido com o
HC-030031 quando analisados em diferentes periodos de tempo. De
fato, Jasmin e colaboradores (1998) verificou através do teste de
placa fria (5° C) que a injec¢do i.pl. de CFA provoca uma hiperalgesia
térmica (fria) de longa duragdo, que pode perdurar por até 60 dias
apos o estimulo inflamatdrio. Além disso, utilizando modelos de dor
neuropatica, Ji e colaboradores (2008) verificaram que animais
submetidos a ligagdo do nervo espinhal L5, apresentavam aumento
nas respostas nociceptivas ao frio no teste da placa fria.
Adicionalmente, o envolvimento do receptor TRPA1 na neuropatia
foi demonstrado apds aplicagdo i.pl. de o6leo de mostarda, um
agonista seletivo dos receptores TRPA1, em animais submetidos a
ligacdo do nervo LS5, onde estes mesmos animais apresentaram
comportamento nociceptivo mais elevado em comparagdo aos
animais falso operados. E importante salientar que apesar de
inimeros trabalhos demonstrarem a participagdo do receptor TRPAL1
na hiperalgesia térmica tanto in vivo quanto in vitro, é a primeira
evidéncia na literatura de que os receptores TRPA1 participam na
manutengdo da hiperalgesia térmica ao frio induzida por estados
inflamatdrios. Além disso, o tratamento repetido com o antagonista
seletivo dos receptores TRPA1, o HC-030031 parece ndo estar
associado com o desenvolvimento de tolerancia em camundongos.
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Em conclusio, os resultados do presente trabalho demonstram que o
receptor TRPA1, quando ativado em estados de inflamagdo
persistente, é responsavel pelo desenvolvimento e manutengdo da
hiperalgesia mecanica e térmica (frio). Além disso, nossos dados
demonstram que a hiperalgesia causada pelo CFA ¢ dependente de
receptores TRPA1 local e central (espinhal), porém os receptores
TRPA1 cerebrais parecem nao estar envolvidos no controle e
manutenc¢do da dor. Nossos dados ainda mostram que a ativagdo do
receptor parece controlar sua propria expressdo em um processo de
auto-regulacdo observado em outros tipos de receptores. O estudo do
envolvimento do receptor TRPA1 nos processos de hiperalgesia
inflamatodria e dos mecanismos envolvidos na ativacdo deste receptor
sdo promissores na perspectiva de se desenvolver novas estratégias
terapéuticas uteis no tratamento de disturbios dolorosos.
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