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RESUMO

A dor neuropatica é induzida por uma lesdo no sistema nervoso somatossensorial que inicialmente
desencadeia um processo inflamatorio e causa alterac6es de plasticidade neuronal defeituosa, que mantém
a dor de forma cronica e intensa. Associadas a processos inflamatorios e as respostas de plasticidade
maladaptativas, ocorrem também modificagdes nos sistemas endogenos de controle da dor. Muitos
sistemas analgésicos tém como um de seus mecanismos de acdo a ativacdo de receptores acoplados a
proteina Gi, que sinaliza via PI3Ky/Akt/NOS/NO/GCs/GMPc. Esta transducdo de sinal promove a
abertura dos canais para potassio e o efluxo deste ion induzindo hiperpolarizacdo neuronal, impedindo a
conducdo de impulsos nervosos. Desta forma, o presente trabalho avaliou a participacdo da via
PI3Ky/Akt/NOS/NO/GCs/GMPc e dos canais para potassio na modulacdo enddgena da dor neuropatica.
Para tal foram utilizados ratos Wistar, pesando 180 g para cirurgia de constricdo do nervo ciatico. Tais
animais foram tratados com injecdo pela via intraplantar de AS605240 (90 ug/pata), inibidor da enzima
PI3Ky; ODQ (100 pg/pata), inibidor da enzima guanilato ciclase soltvel e os bloqueadores de canais para
potéssio; dequalinio (50 pg/pata) que bloqueia os sensiveis ao célcio de baixa condutancia; Paxilina (50
pg/pata) que bloqueia os sensiveis ao célcio de alta condutancia; tetraetilaménio (30 pg/pata) que bloqueia
os voltagem dependentes e glibenclamida (80 pg/pata) que bloqueia os canais sensiveis ao ATP. Apés
aplicacdo dos tratamentos, eles foram submetidos ao teste algesimétrico de compressdo da pata. Também
foram quantificados pela técnica de western blot as enzimas Akt e oxido nitrico sintase induzivel além
dos canais para potassio sensiveis ao ATP no mesencéfalo e na pata de animais neuropaticos e saudaveis.
Por fim, foi quantificado de forma indireta os niveis de oxido nitrico em pata e mesencéfalo de animais
neuropaticos e NAIVE através da Reacdo de Griess. Para todos 0s nossos resultados, consideramos
significativos os valores que apresentavam P < 0,05. Inicialmente verificamos que a dor neuropatica induz
uma hipoalgesia muito intensa que decai gradativamente chegando ao limiar basal por volta do 5° dia,
sendo observado a hiperalgesia a partir do 6° dia pds constri¢do. O limiar nociceptivo continua diminuindo
gradativamente até por volta do 10° dia, mantendo-se constante, indicando que a dor neuropética esta
consolidada. Assim inibimos alguns componentes da via PI3Ky/Akt/NOS/NO/GCs/GMPc, e os canais
para potassio nos dias 6 e 12 pds constricdo para avaliar inducdo e a dor neuropética ja consolidada
respectivamente. Com a inibicdo dos componentes da via estudada verificamos que PI13Ky participa de
processos analgésicos tanto na inducdo quanto na neuropatia consolidada, ja nNNOS participa de processos
analgésicos na inducdo e de hiperalgésicos na neuropatia enquanto iNOS e a guanilato ciclase soluvel tem
papel analgéesico durante todos os momentos. Com o bloqueio dos canais, observamos que 0s canais para
potassio dependentes de voltagem ndo participam em momento algum da neuropatia. Os canais

dependentes de célcio de baixa condutancia participam da analgesia, mas somente na fase de inducgéo



enquanto os de alta conduténcia participam dos eventos hiperalgésicos na neuropatia consolidada. Ja os
canais para potassio sensiveis ao ATP participam em todas as fases de processos analgésicos. A
quantificacdo de Akt revela niveis elevados no momento da inducéo tanto na pata quanto no mesencéfalo,
mas 0s niveis ndo se mantem na neuropatia consolidada. O mesmo ocorre com iNOS na pata, mas no
mesencefalo os niveis dessa proteina j& estdo baixos no 6° dia apds a constricdo do nervo ciatico. Ja a
quantificacdo dos canais para potassio sensiveis ao ATP mostrou na pata um aumento destes canais nos
animais neuropaticos em relacdo aos animais saudaveis no primeiro dia e ja no 6° os niveis voltaram aos
valores de animais ndo neuropaticos. Enquanto isso, no mesencéfalo houve um aumento gradual e no 12°
dia atingiu os niveis mais altos em relacdo aos dias avaliados neste estudo. Ao dosarmos o NO através da
dosagem de nitrito, observamos que, na pata e no mesencéfalo, a concentragcdo aumenta durante a inducgéo,
mas retorna aos niveis basais durante a neuropatia consolidada. Sendo assim, podemos concluir que ha
um papel dual da via PI13Ky/Akt/NOS/NO/GCs/GMPc em que em alguns momentos componentes dessa
via podem atuar em processos analgésicos e em outros momentos em processos hiperalgésicos. E
finalmente, observamos também que os canais para potassio sensiveis ao ATP participam da modula¢édo
da dor neuropatica de forma analgésica e a sustentacdo dos altos niveis desse canal no sistema nervoso
central pode indicar uma possibilidade de tratamento de forma direta, sem passar pelas dualidades das
vias estudadas. APOIO FINANCEIRO: CAPES, CNPq, FAPEMIG. Protocolo do CEUA: 173/2014.

Palavras-chave: Dor. Analgesia. Oxido nitrico. Neuropatia. Nervo ciatico. Antinocicepgdo. Nocicepgao.



ABSTRACT

Neuropathic pain is induced by an injury to the somatosensory nervous system closely related to
changes in defective neuronal plasticity, which keeps the pain chronic and intense. Associated with
maladaptive plasticity responses, changes also occur in endogenous pain control systems. Many
analgesic systems have as one of their mechanisms of action the activation of receptors coupled to Gi
protein, which signals via PI3Ky / Akt / NOS / NO / GCs / cGMP. This signal transduction promotes
the opening of the channels for potassium and the efflux of this ion, inducing neuronal
hyperpolarization, preventing the conduction of nerve impulses. Thus, the present work evaluated the
participation of the PI3Ky / Akt / NOS / NO / GCs / GMPc pathway and of the potassium channels
in the endogenous modulation of neuropathic pain. For this, Wistar rats, weighing 180 g, were used
for sciatic nerve constriction surgery. These animals were treated with intraplantar injection of
AS605240 (90 pg / paw), PI3Ky enzyme inhibitor, ODQ (100 ug / paw), soluble guanylate cyclase
enzyme inhibitor and channel blockers for potassium, dequalinium (50 pg / paw) which blocks
sensitive to low conductance calcium, Paxilin (50 pg / paw) which blocks sensitive to high
conductance calcium, tetraethylammonium (30 pg / paw) which blocks voltage dependent and
glibenclamide (80 g / paw) that blocks ATP-sensitive channels. After the treatments were applied,
they were submitted to an algesimetric paw compression test. Akt, inducible nitric oxide synthase
and ATP-sensitive potassium channels in the midbrain and in the paws of healthy and neuropathic
animals were also quantified by the western blot technique. Finally, the levels of nitric oxide in the
paw and midbrain of neuropathic and healthy animals were indirectly quantified through the Griess
Reaction. Initially, we found that neuropathic pain induces a very intense hypoalgesia that gradually
declines reaching the baseline threshold around the 5th day, with hyperalgesia being observed from
the 6th day after constriction. The nociceptive threshold continues to gradually decrease until around
the 10th day, remaining constant, indicating that neuropathic pain is consolidated. Thus, we inhibit
some components of the PI3Ky / Akt / NOS / NO / GCs / cGMP pathway and potassium channels on
days 6 and 12 post-constriction to assess induction and already consolidated neuropathic pain,
respectively. With the inhibition of the components of the studied pathway, we verified that PI3Ky
participates in analgesic processes both in induction and in consolidated neuropathy, nNOS already
participates in analgesic processes in induction and of hyperalgesics in neuropathy while iNOS and
soluble guanylate cyclase always play an analgesic role. With the blocking of the channels, we
observed that the voltage-gated potassium channels do not participate in neuropathy at any time. Low-
conductance calcium-dependent channels participate in analgesia, but only in the induction phase,

while high-conductance channels participate in hyperalgesic events in consolidated neuropathy. The



ATP-sensitive potassium channels, on the other hand, participate in all phases of analgesic processes.
Akt quantification reveals a high concentration at the time of induction both in the paw and in the
midbrain, but the levels are not maintained in consolidated neuropathy. The same occurs with iINOS
in the paw, but in the midbrain the concentrations are already low on the 6th day after the sciatic
nerve constriction. The quantification of potassium channels sensitive to ATP showed an increase in
these paws in neuropathic animals compared to healthy animals on the first day and on the 6th, the
levels returned to the values of non-neuropathic animals. Meanwhile, in the midbrain there was a
gradual increase and on the 12th day it reached the highest levels in relation to the days evaluated in
this study. When dosing NO through the measurement of nitrite, we observed that, in the paw and in
the midbrain, the concentration increases during induction, but returns to non-neuropathic levels
during consolidated neuropathy. Therefore, we can conclude that there is a dual role for the IP3Ky /
Akt / NOS / NO / GCs / GMPc pathway, in which at some moments components of this pathway can
act in analgesic processes and at other times in hyperalgesic processes. And finally, we also observed
that the ATP-sensitive potassium channels participate in the modulation of neuropathic pain in an
analgesic way and the support of the high levels of this channel in the central nervous system may
indicate a possibility of direct treatment, without going through the dualities of the studied pathways.
FINANCIAL SUPPORT: CAPES, CNPqg, FAPEMIG. CEUA Protocol: 173/2014.

Keywords: Pain. Analgesia. Nitric oxide. Neuropathy. Sciatic nerve. Antinociception. Nociception.
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1. INTRODUCAO

1.1 Dor

Sentir dor, estd intimamente atrelado a manutencdo da vida. Sua caracteristica
naturalmente desagradavel e presente nos momentos de sofrimento das pessoas e de muitos
seres vivos levou a uma série de interpretacdes do que causaria de fato a dor e o que ela
representava. Um dos pensamentos mais primitivos, é que a dor seria um castigo de seres
superiores, como deuses, que diante de sua furia por atitudes que os irritassem, castigavam
com essa desagradavel sensacdo. Esse pensamento ainda esta presente na sociedade, pois
mesmo com 0 avanco do conhecimento, muitas pessoas ainda consideram a dor um castigo
(MERSKEY, 1980).

Com o desenvolvimento da sociedade, inclusive na forma de pensar, uma das teorias,
dentre muitas elaboradas pelos fil6sofos gregos, foi a de Aristoteles em que ele classificou a
sensacdo de dor como uma das “paixdes da alma” e que ela estaria fortemente relacionada
com os sentidos (visdo, audicdo, olfato, paladar e tato), mais especificamente, seria um
desequilibrio intenso em algum dos sentidos. Ja Platdo argumentou que a dor era percebida
no figado e no coracdo e seria devido uma acdo e reacdo de um violento impacto dos 4
elementos (terra, ar, fogo e gua) com os atomos do corpo. Apesar dos filosofos ndo pensarem
em um sistema nociceptivo com atuacao central, para o conhecimento que se tinha na época,
foi um avango gigantesco, pois nesse momento a humanidade comeca a entender a dor como
algo proprio do organismo (MERSKEY, 1980).

No entanto, foi somente no século XVII que surgiu a primeira definicdo formal de dor
quando Descartes postulou que, corpo e alma apesar de separados interagiam entre si,
promovendo o sentimento final da dor. Além disso, Descartes foi o primeiro a propor
formalmente que haveria ligacdo entre os tecidos e o cérebro por feixes que integrariam a
periferia com o sistema nervoso central. Assim, informagdes como dor e calor poderiam ser
interpretadas e processadas (Figura 1) (MERSKEY, 1980).

Com o avanc¢o no conhecimento da anatomia e da fisiologia, no século XIX, iniciou-se a
possibilidade de assumir a existéncia do componente emocional na dor. Também neste seculo
foram publicadas as primeiras teorias que formaram a base para definir que a dor possuia uma

via prépria e ndo seria uma exacerbacdo dos sentidos (MERSKEY, 1980).



Em 1973, com a missdo de unir cientistas, médicos, profissionais da salde em geral e
politicos para estimular e apoiar o estudo da dor e traduzir esse conhecimento em melhorias
em todo o mundo, John J. Bonica fundou a Associacdo Internacional para o Estudo da Dor
(IASP). Essa associagao em 1979 definiu a dor como “uma experiéncia sensorial e emocional

desagradavel associada a um dano real ou potencial de tecidos, ou descrita em termos de tal

Figura 1. Figura publicada por René Descartes.

A figura de Descartes descreve bem a sua ideia de que uma fonte externa (A) emitiria
particulas que estimulariam a regido periférica (B) que gera uma informacéo, conduzida
por feixes (C) e chega ao cérebro (F) através de uma estrutura central (d).

Fonte: L’Homme de René Descartes et un Traité de la formation du feetus. 1664; p 27.

dano” (KOPF; PATEL, 2010). E em 2020 a IASP atualizou a defini¢cdo da dor para “Uma
experiéncia sensorial e emocional desagradavel associada a, ou semelhante aquela associada
a, dano real ou potencial ao tecido” (RAJA et al., 2020).

Um estimulo nocivo, como uma forte pressdo ou um corte na pele, pode iniciar a

transmissdo do sinal neuronal da dor. Isso ocorre devido a presenca de receptores especiais



chamados de nociceptores. No inicio do seculo XX, Sherrington verificou que diferentes tipos
de estimulos em uma &rea receptiva ou sensorial levam a respostas diferentes. Um desses
estimulos possui intensidade e qualidade suficientes para disparar automaticamente reflexo de
fuga ou de evasdo da ameaca e dor. Sherrington utilizou diferentes estilos de experimentos
para descobrir que essa dor era uma reacao nociceptiva e era sentida por receptores especificos
denominados nociceptores. (GEBHART, 2004; JULIUS; BASBAUM, 2001). Tais estruturas
seriam fibras aferentes que em situacfes normais disparam o impulso nervoso somente quando
ha um estimulo com potencial nocivo (BURGESS; PERL, 1967; JULIUS; BASBAUM,
2001). Muitos autores consideram que 0s nociceptores sdo estruturas localizadas na
extremidade dos neurbnios primarios e ndo o neurbnio primario como um todo
(KANDASAMY ; PRICE, 2015; PACE et al., 2018; PINHO-RIBEIRO; CHIU, 2019).

Apbs a geragdo, o impulso nervoso é conduzido por fibras especificas do tipo C, que séo
amielinicas, e do tipo AJ, que possuem uma fina camada de mielina (Figura 2B). Vale ressaltar
que quanto menor a quantidade de mielina mais lento é a conducdo do impulso nervoso, por
tanto, as fibras C e as Ad possuem velocidades diferentes de condugdo do impulso nervoso,
mas ambas sdo de conducdo lenta se comparadas com a transmissdo das demais fibras
nervosas que ndo estdo envolvidas, em situagdes normais, com a nocicepgdo (CRIADO,
2009). Apesar disso, a dor pode ser considerada como rapida ou lenta, utilizando como
referencial apenas as fibras do tipo C e Ad. A dor de conducdo rapida € sentida cercade 0,1 s
apos o estimulo doloroso. Os impulsos dolorosos sdo transmitidos pelos nervos periféricos
para a medula espinhal pelas fibras aferentes primarias mielinizadas Ad, com velocidade de
conducdo entre 12 e 30 m/s. Por outro lado, a dor de condugéo lenta comeca ap6s 1 segundo
ou mais e aumenta lentamente, sendo os impulsos conduzidos por fibras aferentes primérias
ndo mielinizadas do tipo C, com velocidade de 0,5 a 2,0 m/s (MILLAN, 1999; NEUMANN
etal., 1996).

As fibras do tipo C e Ad fazem parte do complexo neural que conduzem os impulsos de
carater nocivo. Esse complexo inicia com as fibras aferentes priméarias que conduzem os
impulsos nervosos até o corno dorsal da medula espinhal, mais especificamente até as laminas
I e Il, mais superficiais, a lamina V, mais profunda (SLUKA, 2016) e a lamina X
(circuncanular) (MILLAN, 2002). No corno dorsal, as terminagfes nervosas das fibras
primarias formam sinapses com 0s neurdnios de segunda ordem, que vao continuar a
conducdo da mensagem e com outras estruturas neurais como terminais de fibras
descendentes, interneurdnios excitatorios ou inibitérios, que modulam a transmissdo do
impulso a nivel medular (MILLAN, 2002).



Os neurbnios secundarios carreiam o impulso nervoso da medula até o talamo e
transferem a informacg&o nociceptiva para os neurdnios terciarios que distribuem a mensagem
até o cortex somatossensorial onde esse impulso nervoso é interpretado. Dessa forma ocorre
a transmissdo ascendente da dor, que permite o processamento da informacdo nociceptiva a
nivel cortical (Bushnell et al., 1999, Vanderah, 2007) (Figura 2A).
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Figura 2. Representacgdo das vias da dor.

Ap6s um estimulo nocivo o impulso nervoso é conduzido pela via ascendente da dor, representado pela linha
verde, até o cOrtex somatossensorial onde € interpretado. A via descendente (representada pela linha verde,
controla a chegada do impulso nervoso, podendo dificultar ou facilitar a conducéo nervosa (A). As fibras
sensitivas podem ser do tipo A-beta (Ap), A-delta (Ad) e C, sendo que as duas Ultimas sdo as que participam
da via da dor (B). Adaptado de Oaklander et al. Chronic pain. ACP Medicine. 2011;1-19.

O mecanismo nociceptivo é mais complexo do que somente a conducdo do impulso

nervoso gerado nos nociceptores. O organismo se adapta, fazendo uma série de modulagdes



durante a ascendéncia do impulso e esse pode chegar ao cortex somestésico muito diferente do
que foi gerado no inicio da nocicepgdo (MELZACK; WALL, 1965; MILLAN, 1999, 2002).

Uma das modulag6es, explica a sabedoria popular e até intuitiva de que quando se toca
perto de lesdes a dor diminui. Esse fato pode ocorrer devido a teoria proposta em 1965 por
Melzack & Wall; a “teoria do portdao da dor”. Nela foi proposto que a informagdo neuronal
nociceptiva que chegava ao corno dorsal da medula espinhal, ndo era transmitida sem nenhuma
alteracdo para o sistema nervoso supra-espinhal, sofrendo forte influéncia modulatoria
(MELZACK; WALL, 1965; MILLAN, 2002). Melzack e Wall (1965), propuseram gque havia
uma espécie de barreira que poderia ser aberta ou fechada como um portdo ou comporta, dai
surgiu 0 nome da teoria. Trata-se na verdade, de uma barreira neuroquimica em que
neurotransmissores inibem ou estimulam a transmissdo ascendente através da acéo destes sobre
os interneuronios inibitorios. A via ascendente ¢ capaz de “abrir” o portdo da dor conduzindo
seus proprios impulsos e inibindo os interneurdnios inibitdrios. Ja as vias tateis sdo capazes de
estimular os interneuronios inibitorios, “fechando” o portdo da dor (BARBARO; HAMMOND;
FIELDS, 1985; BASBAUM; FIELDS, 1984).

O sistema nervoso central também envia informaces para os interneur6nios inibitorios
através de uma via neuronal, que por conduzir o impulso nervoso no sentido oposto da via
ascendente, recebeu o0 nome de via descendente da dor. Essa via pode aumentar ou diminuir o
débito dos impulsos nervosos, dependendo da intensidade que o impulso chega no local da
modulacdo. Existem mecanismos facilitadores e dificultadores como as células “on” ou “off”
do sistema serotoninérgico. Quando o impulso € muito intenso, as células dificultadoras sdo
ativadas e diminuem a intensidade do impulso nervoso. J& quando o impulso é muito fraco,
células facilitadoras amplificam a mensagem neuronal. A modulacdo descendente também
ocorre através dos interneurdnios inibitorios, em que, ao inibir os interneurénios, facilita a
passagem do impulso nervoso e ao excita-los, dificulta a passagem da mensagem nervosa na
via ascendente. Esse processo envolve diversos sistemas modulatérios, por exemplo os sistemas
opioidérgico, serotoninérgico e canabinoidérgico (MILLAN, 2002).

Neste contexto, a substancia gelatinosa funciona como um sistema de controle que
modula os padrdes de sinais aferentes. Esses sinais que passam pela porc¢éo dorsal da coluna
espinhal funcionam como ativadores do sistema nervoso central de seletivos processos no
cérebro que influenciam as propriedades modulatorias do sistema do portdo da dor. A
estimulacdo cerebral ativa fibras eferentes descendentes que podem influenciar na conducdo
dos impulsos nervosos desde os primeiros niveis sinapticos do sistema somestésico (JULIUS;
BASBAUM, 2001; MELZACK; WALL, 1965; MILLAN, 2002).



Diversas estruturas estdo ligadas a modulacdo endogena da dor, Reynolds em 1969
demonstrou que a estimulacéo elétrica da substéncia cinzenta periaquedutal (SCP) em ratos, era
capaz de causar intensa analgesia mantendo outras respostas comportamentais, e que apesar de
exercer um controle da dor importante, essa funcdo ndo esta restrita a medula. Além da SCP,
outras estruturas ja foram demonstradas como integrantes desse sistema descendente
modulatério analgésico. Entre elas estdo hipotalamo, o ndcleo rostral ventromedial, o qual
inclui o ndcleo magno da rafe e o nudcleo reticular paragigantocelular, o nucleo parabraquial, o
locus coeruleus, o nucleo do trato solitario e o nucleo reticular dorsal (MILLAN, 2002;
SANDKUHLER, 1996).

O estudo das estruturas envolvidas na modulagdo descendente da dor também levou a
descoberta de diversas substancias enddgenas que participam desse processo (HOSOBUCHI;
ADAMS; LINCHITZ, 1977; PEYRON et al., 1995). Os opioides enddgenos como -
endorfinas, dinorfinas e encefalinas, foram os primeiros a serem relatados como moduladores
da transmissd@o nociceptiva e a partir dai outros sistemas como noradrenérgico, dopaminérgico,
serotoninérgico e canabinoidérgico foram considerados integrantes da via descendente da dor
(MILLAN, 2002; MILLER, 1981; SANDKUHLER, 1996).

Alguns sistemas analgésicos presentes na via descendente e também substancias
exdgenas que sao agonistas nesses sistemas tem seus efeitos através de ligacdo em receptores
acoplados a proteina G;, como € o caso do sistema opioidérgico e canabinoidérgico (CHEN et
al., 1993a, 1993b; DOS SANTOS et al., 2016; EVANS et al., 1992; FUKUDA et al., 1993;
KIEFFER et al., 1992; LI et al., 1993; MCALLISTER; GLASS, 2002; MENG et al., 1993;
YASUDA et al., 1993). O acionamento desse receptor induz através da via PI3Ky/Akt/NOS a
formacao de dxido nitrico (NO) que € responsavel por parte da analgesia desses sistemas através
da modulacéo da atividade de canais para potassio (ALVES et al., 2013; CUNHA et al., 2010;
RODRIGUES; DUARTE, 2000; ROMERO; DUARTE, 2012)

1.2 Sistema nitrérgico

O o6xido nitrico é um pequeno radical livre e desempenha papel regulador em diversos
processos fisioldgicos importantes como na homeostase cardiovascular, resposta imune,
metabolismo 0sseo, neurotransmissdo e exibe um potencial terapéutico excepcional por
exemplo no cancer (KANO et al., 1998; LALA, 1998; MACMICKING; XIE; NATHAN, 1997;
MONCADA; PALMER; HIGGS, 1991; RALSTON, 1997).



O NO foi descoberto pela primeira vez por Joseph Priestly em 1722 e foi considerado um
poluente ambiental. No entanto, em 1987, as pesquisas do seu efeito sobre a vasculatura,
especialmente a relacdo com o fator de relaxamento do endotélio mudaram a perspectiva
cientifica sobre esse composto (YETIK-ANACAK; CATRAVAS, 2006). Em 1998, o Prémio
Nobel de Fisiologia ou Medicina foi concedido em conjunto a Robert F. Furchgott, Louis J.
Ignarro e Ferid Murad, o que tornou 0 NO uma molécula muito visada e suas pesquisas na area
biomédica se aprofundaram. Os estudos em relacdo a liberacdo de NO, métodos de deteccao,
interacdo com as células e interacdo célula-NO-materiais se tornaram 0s principais pontos de
pesquisa deste composto (YANG; ZHAO; HE, 2019).

O dxido nitrico (NO) exerce varios efeitos moduladores sobre a dor e desempenha um papel
fundamental na regulacdo das respostas imunologicas. Eles afetam praticamente todas as etapas
do desenvolvimento da inflamacdo. Por exemplo, em baixas concentracdes, produzidas por
sintases de Oxido nitrico constitutivas inibem a expressdo de moléculas de adesdo, sintese de
citocinas e quimiocinas e adesédo e transmigracao de leucdcitos. Ja em grandes quantidades de
NO, geradas principalmente pela oxido nitrico sintase induzivel (iNOS), podem ser toxicas e
pré-inflamatorias. No entanto, as acdes do 0xido nitrico ndo dependem principalmente da fonte
enzimatica, mas sim do contexto celular e da concentracdo de NO (dependente da distancia da
fonte) (SANDNER et al., 2019; TOLPPANEN; PONIKOWSKI, 2019).

Em tecidos animais, 0 NO é gerado enzimaticamente por sintases (NOS), que oxidam L-
arginina a L-citrulina (Fig.) IGNARRO, 2002; MICHEL; FERON, 1997). Existem 3 isoformas
de NOS (KOUROSH-ARAMI et al., 2020; MICHEL; FERON, 1997) que sdo a oxido nitrico
sintase neuronal (nNOS) ou NOS I (IGNARRO, 2002), a oxido nitrico sintase induzivel (iNOS)
ou NOS Il (WEST et al., 2001) e a oxido nitrico sintase endotelial (eNOS) ou NOS IlI
(IGNARRO, 2002). Todas as trés isoformas tém uma estrutura molecular semelhante e apesar
da identidade geral da sequéncia de aminoacidos ser de 55%, ha uma homologia muito maior
se for considerado apenas os sitios cataliticos (WEST et al., 2001).

As trés isoenzimas NOS (neuronal, endotelial e indutivel) s@o flavoproteinas que atuam
como dioxigenases usando oxigénio molecular e NADPH para transformar L-arginina em L-
citrulina e NO (Figura 3) Elas sdo homologas ao citocromo p 450 redutase e contém um grupo
heme e um cofator chave para a producdo de NO que € a tetrahidrobiopterina (BH4). A BH4 é
muito importante, porque na sua auséncia, NOS produz superoxido, em vez de 6xido nitrico
(ALP et al., 2003; CHACHLAKI; PREVOT, 2020; GANTNER; LAFOND; BONINI, 2020;
GUZIK et al., 2000).



Figura 3: Producédo de NO pela NOS.

A oxido nitrico sintase (NOS) utiliza L-arginina, NADPH e O2 para produzir o oxido nitrico,
L-citrulina e NADP. A calmodulina ativa a NOS e as enzimas constitutivas precisam da
ligagdo com o ion célcio, mas a induzivel ndo precisa de célcio para a ativacao.

As isoformas neuronais e endoteliais sdo ativadas pela ligacdo da proteina reguladora de
calcio-calmodulina e para essas enzimas, a concentracéo de calcio € muito importante e por isso
sdo consideradas dependentes de célcio (CHACHLAKI; PREVOT, 2020; GRIFFITH;
STUEHR, 1995; WEST et al., 2001). Por exemplo, a nNOS em neur6nios centrais € ativada
pela ligacdo do glutamato aos receptores NMDA com um aumento subsequente em [Caz*]i
devido a abertura dos canais de célcio de voltagem, enquanto a eNOS € ativada por tenséo de
cisalhamento sanguineo ou estimulacdo de muscarinico endotelial, purinérgico, cinina,
substancia P ou receptores de trombina. Isso desencadeia um aumento da [Ca2™]i as custas da
liberacdo de Cay* do reticulo endoplasméatico (CHACHLAKI; PREVOT, 2020; SCHMIDT et
al., 1992).

Na isoforma induzivel, a calmodulina é ligada com uma afinidade muito alta e ocorre em
niveis basais de célcio, o que a torna independente dos niveis desse cation (GRIFFITH;
STUEHR, 1995; WEST et al., 2001). Devido a isso, em mondcitos e macréfagos, por exemplo,
a inducédo de iNOS e a presenca de L-arginina sdo suficientes para iniciar a geracdo de NO. A
indugdo de iNOS pode ser iniciada por citocinas inflamatérias IFNy, TNF-a ou IL-1 (HEBA et
al., 2001). No entanto, o indutor mais reconhecido é o lipopolissacarideo (LPS) ou endotoxina
de Escherichia coli, que é sabidamente responsavel pelo desenvolvimento da Sindrome de
Resposta Inflamatoria Sistémica (SIRS) no curso da sepse por bactérias gram negativas (XIE;
NATHAN, 1994).



As células mieloides tém um receptor para LPS em sua membrana celular, a proteina m-
CD14. LPS, usando uma "proteina de ligacdo a LPS" (LBP), é ancorado a m-CD14 e, em
seguida, desencadeia uma cadeia de fosforilacdo de proteina que eventualmente leva a ativagdo
do fator de transcri¢do NFxB que é responsavel pela transcricdo do mRNA iNOS. Em células
sem m-CD14, a inducéo de iNOS é completada por um complexo de s-CD14 soltvel com LBP
e o proprio LPS (MATSUNO et al., 1998; XIE; NATHAN, 1994).

De maneira semelhante, o LPS também pode induzir COX-2. Embora o0 NO cumpra mais
funcBes paracrinas do que autoenddcrinas, no caso da iNOS, grandes quantidades de NO
formado localmente podem inibir a prépria iNOS, bem como a COX-2, em uma reagdo de
feedback negativo. A ativacdo do receptor gama ativado por proliferador de peroxissoma pode
desempenhar um papel importante na regulacdo da inducdo de iNOS. Foi demonstrado que a
ativacdo do PPARgamma com um agonista sintético especifico, a ciglitazona, leva a uma
diminuicdo acentuada da apoptose, geracdo de NO e expressio de NOS-2. Os
glicocorticosteroides e algumas citocinas, como TGF-f, IL-4 ou IL 10, inibem a indugéo de
INOS (GIVALOIS; LI; PELLETIER, 2002; SLOMIANY; SLOMIANY, 2002, 2003).

A cinética de producdo de oOxido nitrico é diferente entre as isoformas constitutivas e
induziveis. Enquanto a iNOS produz quantidades muito grandes e toxicas de NO de maneira
sustentada, as isoformas de NOS constitutivas produzem NO em segundos e suas atividades
sdo diretas e de acdo curta (SALVEMINI; ISCHIROPOULQOS; CUZZOCREA, 2003). A
ativacdo da guanilato ciclase leva a um aumento no monofosfato de guanosina ciclico
intracelular (cGMP), que por sua vez ativa as proteinas quinases dependentes de cGMP que
medeiam as a¢des do NO, incluindo vasorrelaxamento, aumento da permeabilidade vascular,
bem como efeitos anti-proliferativo, antiplaquetario e antioxidante do éxido nitrico
(LUGNIER; KERAVIS; ECKLY-MICHEL, 1999).

O NO formado por isoformas constitutivas de NOS é armazenado como um nitrosotiol na
albumina e pode atuar fisiologicamente como N-nitrosoglutationa e N-nitrosocisteina
(MARCINKIEWICZ, 1997; MORO et al., 1994). A eNOS, aparentemente produz NO para
citoprotecdo, possivelmente devido as suas propriedades redox caracteristicas, os locais que
atingem e quantidades produzidas (XIE; NATHAN, 1994). Além disso, 0 NO gerado pela
eNOS é essencial para manter a perfusdo tecidual com o sangue, por oferecer citoprotecdo na
circulacdo pulmonar e coronariana contra lipidios toxicos liberados pelo LPS (GRYGLEWSKI
etal., 1998).

A INOS produz grande quantidade de NO durante o curso de uma inflamacdo, a

concentracdo resultante dessa producdo ultrapassa muito a concentracao fisiologica gerada



pelas isoformas constitutivas (XIE; NATHAN, 1994). Produzido por macr6fagos entre outras
células imunologicamente ou quimicamente ativadas, essa quantidade diferenciada é
importante para exercer atividades que sdo diferentes das produzidas constitutivamente, como
matar microrganismos e nitrosilar macromoléculas (CHANNON; GUZIK, 2002; GUZIK et al.,
2002).

O NO produzido pela iNOS nas células mieloides geralmente sdo gerados junto com
grandes quantidades de anion superoxido (O2"). Estes dois podem formar peroxinitrito (ONOO"
) (CHANNON; GUZIK, 2002; GUZIK et al., 2002) que medeia os efeitos citotoxicos do NO,
como dano ao DNA, oxidagéo de LDL, formacéo de isoprostano, tirosinanitracdo, inibicdo da
aconitase e respira¢do mitocondrial (ISCHIROPOULOS; AL-MEHDI, 1995).

As propriedades toxicas do oxido nitrico sdo fundamentais na patogénese do choque
séptico. A superproducdo de NO pela iNOS durante a septicemia é considerada responsavel por
hipotensdo arterial irreversivel, vasoplegia (perda de resposta a noradrenalina), acidose lactica,
necrose e apoptose (PARRATT, 1997; SAHA; BURNS, 2020). No entanto, é importante
lembrar que o NO produzido pela iINOS é benéfico para a reacdo de defesa do hospedeiro ao
contribuir para a morte microbiana. Grandes quantidades de NO podem ter como alvo inimeras
proteinas e enzimas essenciais para a sobrevivéncia e sinalizacdo celular. Estes incluem
moléculas de sinalizacdo envolvidas na sinalizacdo de citocinas como proteinas JAK ou STAT,
via NKkB / IkB, bem como MAPK, algumas proteinas G ¢ fatores de transcricdo. A nitragdo
de cisteinas nessas proteinas pode levar a sua ativacdo ou inativacdo (BOGDAN, 2001;
COLEMAN, 2001; MOILANEN; VAPAATALO, 1995).

Em principio, haveria um dilema fisiol6gico sobre a toxicidade do NO em relacéo as células
que o produz. Elas estdo envolvidas na maior concentracdo e por isso, poderiam ser as mais
afetadas, mas ndo é o que ocorre. Elas possuem mecanismos de autodefesa, por exemplo 0s
sistemas antioxidantes GSH-GSSG protegem os macréfagos contra grandes quantidades de NO
gerados pela iNOS (COLEMAN, 2001). Da mesma forma, as células endoteliais ndo sdo os
principais alvos do NO produzido pela eNOS, que é constitutiva e ndo produz tanto como a
induzivel, mas o que é produzido tem sua maior concentracdo no endotélio. Isso é possivel
devido ao fato de que os aumentos de célcio intracelular que medeiam a ativacdo da eNOS
tambem séo capazes de inibir a atividade da guanilato ciclase (KNOWLES et al., 1989).

O Oxido nitrico tambem estd envolvido na regulacdo da liberacdo de hormdnios que
comprovadamente controlam o processo inflamatério centralmente. Por exemplo, o NO
desempenha um papel inibitério acentuado na secrecdo de ACTH induzida por CRH e inibe a
secrec¢do de corticosterona (GIVALOIS; LI; PELLETIER, 2002).



A Guanilato Ciclase Soluvel (GCs) é a molécula que o NO interage, funcionando como um
receptor intracelular. A ativagéo de GCs resulta na conversdo de Guanosina Trifosfato (GTP)
para o segundo mensageiro monofosfato de Guanosina ciclico (GMPc). O GMPc modula uma
série de cascatas por meio da ativacdo de uma variedade de efetores, como a Fosfodiesterase
(PDE), a Proteina Quinase G (PKG) e os Canais de lons com Nucleotideo Ciclico. A via
NO/GCs/GMPc desempenha papéis significativos em varios processos fisiologicos, incluindo
agregacdo de plaquetas, relaxamento do mausculo liso e liberacdo de neurotransmissores
(SANDNER et al., 2019; TOLPPANEN; PONIKOWSKI, 2019).

Além dos processos ja citados a via nitrérgica tambeém estd envolvida em eventos
inflamatorios e nociceptivos (ESPLUGUES, 2002; PARADISE et al., 2010), com atividades
na dor aguda e crénica (PARADISE et al., 2010; TORIYABE et al., 2004), tanto a nivel central
qguanto periférico desempenhando um complexo e dual papel modulatério no evento
nociceptivo (FREIRE et al., 2009; MIYAMOTO et al., 2009).

O processo inflamat6rio possui caracteristicas hiperalgésicas e nesses processos ha a
participacdo nitrérgica (ESPLUGUES, 2002; PARADISE et al., 2010), mas esse sistema
também esta envolvido na antinocicep¢do (CURY etal., 2011). Muitos trabalhos demonstraram
que o NO ¢ capaz de induzir analgesia e mediar a acdo de sistemas analgésicos como opioides
e de substancias exdgenas como anti-inflamatdrios ndo esteroidais e produtos naturais
(CUNHA et al., 2010; DE CARVALHO VELOSO et al., 2015; GOMES; CUNHA; CUNHA,
2020; REIS; ROCHA, 2006).

Fica claro que o NO possui um efeito dual no processo nociceptivo, sendo sua concentragdo
tecidual um dos fatores responsaveis. Geralmente, altas concentragdes de NO estdo associadas
a processos dolorosos, enquanto baixas concentracdes séo relacionadas com mais frequéncia a
atividades analgésicas (CURY et al., 2011).

Um dos processos analgésicos praticado pelo NO € relativo ao acionamento de receptores
acoplados a proteina Gi, que como ja descrevemos em partes, ha um acionamento da via
PI3Ky/Akt/NOS e havera producédo de NO pela ativacdo de NOS (CUNHA et al., 2010) (Figura
4). O NO produzido agira na propria célula produtora, um neurbnio da via nociceptiva,
interagindo com a GCs que por sua vez convertera GTP em GMPc que induzira PKG e essa
ativara canais para potassio sensiveis ao ATP (Katp) aumentando a corrente deste ion e
causando hiperpolarizagéo e dificultando a formacéo do impulso nervoso (CUNHA et al., 2010;
GOMES; CUNHA; CUNHA, 2020). Além da ativacéo da via GTP/GMPc/PKG, 0 NO também
pode agir diretamente nos canais Katp através de S-nitrosilagdo direta da subunidade SRU1 do

canal e provocar 0os mesmos efeitos observados na ativagdo dessa via (KAWANO et al., 2009).



Figura 4: Representacao esquematica da via PI3K / AKT / NOS atuando sobre 0s canais para
potassio sensiveis ao ATP.

A ativacdo de receptores acoplados a proteina G; de sistemas analgésicos em neurdnios nociceptivos
desencadeia a ativacao da via PI3Ky / AKT / NOS que, por sua vez, aumenta a produ¢do de NO. O NO, pode
levar a abertura dos canais para potassio sensiveis ao ATP (Kare) ou induzir essa agdo indiretamente através
da estimulacéo da via GMPc / PKG. A abertura de Karp leva a um efluxo de ions potéassio e promove a
hiperpolarizagdo de neurdénios.

O estudo da via PI3Ky/Akt/NOS esta bem consolidado na dor inflamatéria (ALVES et al.,
2013; CUNHA et al., 2010; RODRIGUES; DUARTE, 2000; ROMERO; DUARTE, 2012). No
entanto, a dor neuropatica possui mecanismos complexos que podem interferir diretamente com
0s eventos nitrérgicos ou com a atuacao dos sistemas analgésicos e por consequéncia alterar o
contexto com que o NO atua no processo nociceptivo neuropatico (COSTIGAN; SCHOLZ;
WOOLF, 2009). Por essas questdes, se torna importante entender a classificacdo da dor e seus

conceitos para esse estudo.



1.3 Classificacao da dor quanto ao fator etioldgico

Como jé foi dito, a dor tem fungdo importante na manutencéo da vida, sendo sua fungédo
fisiologica ligada a prote¢do. A dor ndo s6 tem a fungédo de dar consciéncia ao individuo sobre
um possivel estimulo danoso, mas também por sua caracteristica desagradavel, ela induz uma
reacdo mediante a ameaca a integridade fisica e/ou orgénica. Essa funcdo protetora pode
ocorrer quando 0 organismo esta integro e algum agente promove um estimulo intenso
suficiente para colocar essa integridade em risco ou em tecidos lesados em reparacdo, em que
ha sensibilizacdo local e os estimulos ndo precisam ser tdo intensos para desencadear a
sensacdo dolorosa. Nos dois casos citados as dores sdo agudas e ndo sdo consideradas
patologias, apesar de poderem estar associadas a elas (BASBAUM; FIELDS, 1984).

Em algumas situaces, a dor permanece além de sua funcéo protetiva e se torna cronica e
debilitante. Neste contexto, estimulacdes constantes da via nociceptiva e alteracdes plasticas
ao nivel periférico e central promovem a transi¢do da dor aguda para a dor crénica (JULIUS;
BASBAUM, 2001).

Seja aguda ou crénica, a dor sempre é uma experiéncia pessoal que é influenciada em
varios graus por fatores bioldgicos, psicologicos e sociais e por isso, apesar das definicdes
formais, os individuos acabam “aprendendo” o que é dor por suas experiéncias de vida (RAJA
et al., 2020). Assim, fica muito claro a diferenca préatica entre o conceito de nocicep¢do, que
segundo a IASP é o processo neural de codificacdo de estimulos nocivos, e a dor, que demanda
uma soma de processos, desde o estimulo, geracdo e conducdo do impulso nervoso e a
interpretacdo. Um outro ponto a ressaltar, é que, além de depender desses processos, eles
podem variar e em algumas situagcdes nem existir, por exemplo na sindrome do “membro
fantasma” que ocorre em casos de amputacdes de membros e os pacientes sentem dor na
regido que foi amputada (MACIVER et al., 2008). Por outro lado, lesGes teciduais que
certamente levariam & sensagdo dolorosa, mas em determinadas situagdes, como medo ou
estresse extremo, ndo causam dor (ELDABE et al., 2015; LIMA, 2002; RHUDY;
MEAGHER, 2000; WALL, 1979).

Além do tempo em que persiste, a dor pode ser classificada quanto ao fator etioldgico que
induzem os mecanismos bioldgicos geradores dos diferentes tipos de dores. Clifford Woolf
em 2004, definiu a dor em 4 tipos, nociceptiva, inflamatdria, neuropatica ou funcional como
mostra a figura 3 (WOOLF, 2004a).

A dor nociceptiva é a que tem origem em estimulos fisicos, térmicos, quimicos ou até
mesmo lesdes em 6rgdos como o infarto do miocérdio, permanecendo enquanto forem

mantidas as agressGes. A dor inflamatdria € caracterizada pela acdo dos mediadores



inflamatdrios nos nociceptores, ativando-os ou sensibilizando-os. A dor neuropatica é
originada por lesdes no sistema nervoso somatossensorial que alteram a sua estrutura e fungéo,
de modo a induzir dor espontanea, ou por estimulos inofensivos, ou mesmo amplificar a dor
em estimulos nocivos. E por fim a dor idiopatica/funcional em que ndo se conhece a causa
(COSTIGAN; SCHOLZ; WOOLF, 2009; MILLAN, 1999; WOOLF, 2004a).

Uma atualizacdo em 2011 feita pela IASP, confirmou o conceito de dor neuropatica, mas
redefiniu a dor nociceptiva para dor que surge de dano real ou potencial ao tecido ndo neural
e € devido a ativacdo de nociceptores. Essas definicbes colocam o sistema nervoso
somatossensorial como diferencial para classificacédo e qualquer condi¢do de dor em que nao
fosse encontrado lesdo nesse sistema seria classificado como nociceptiva. No entanto, nem
todas as situacGes em que nao se detectava lesbes nervosas era possivel ter certeza na ativacao
dos nociceptores. Pensando nisso, Eva Kosek prop6s em 2016 um novo conceito, o de dor
nociplastica que consiste na dor que surge da nocicepcdo alterada, apesar de nenhuma
evidéncia clara de dano real ou potencial do tecido causando a ativacdo de nociceptores
periféricos ou evidéncia de doenca ou lesdo do sistema somatossensorial causando a dor. Esse
conceito foi aceito pela IASP que reclassificou a dor quanto aos fatores etioldgicos (Figura

5). Dessa forma, a classificagédo ficou de acordo com a Tabela 1 (KOSEK et al., 2016).

Tabela 1: Classificacao da dor quanto ao fator etioldgico segundo a IASP

Classificacao Definicdo

Dor nociceptiva Dor que surge de dano real ou potencial ao tecido
ndo neural e € devido a ativagdo de nociceptores

Dor Neuropatica Dor causada por uma leséo ou doenga do sistema
nervoso somatossensorial

Dor Nociplastica Dor que surge da nocicepcdo alterada, apesar de
ndo haver evidéncia clara de dano tissular real ou
potencial causando a ativacdo de nociceptores
periféricos ou evidéncia de doenca ou lesdao do

sistema somatossensorial causando a dor

Fonte: IASP (https://www.iasp-pain.org/terminology?navitemNumber=576)
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Figura 5: Classificacéo dos tipos de dor.

Classificacdo de dor proposta por Kosek em 2016, e aceita pela IASP, esta representada na primeira coluna e a classificagdo
segundo Woolf 2004 representada na segunda coluna, mostrando que a classificagdo mais moderna agrupou a dor
nociceptiva e inflamatdria no mesmo grupo e substituiu o conceito de dor disfuncional pelo de dor nociplastica.



1.4 Dor Neuropatica

A Dor Neuropética ¢ uma descrigdo clinica, e ndo propriamente um diagndéstico, que
resulta de lesbes ou doencas no sistema nervoso somatossensorial (RAJA et al., 2020). Ela
pode ser central ou periférica, dependendo de onde ocorre tais lesdes, no sistema nervoso
central ou no periférico. Na periferia pode ser causada por: trauma mecéanico, doenca
metabdlica, produtos quimicos neurotoxicos, infecgdo microbioldgica, ou invasao tumoral e
envolve multiplas alteracGes fisiopatologicas (DWORKIN et al., 2003; LIN et al., 2020;
WOOLF; MANNION, 1999). Dor neuropatica central geralmente resulta da leséo da medula
espinhal, acidente vascular cerebral, ou esclerose multipla (DUCREUX et al., 2006).

E possivel que na pratica clinica, o paciente neuropatico seja classificado e tratado
tomando como cerne a doenca de base, no entanto, a abordagem baseada na etiologia pode
deixar de lado uma questdo fundamental a respeito da dor neuropética, que é a plasticidade
mal adaptativa do sistema nervoso. A doenca primaria e o dano neural provocado sdo apenas
os iniciadores de uma cascata de mudancas que levam e sustentam esse tipo de dor, embora o
tratamento orientado para a patologia primaria é obviamente essencial (COSTIGAN;
SCHOLZ; WOOLF, 2009).

A sindrome neuropatica possui etiologias altamente prevalentes na populacdo em geral,
entre elas estdo doencas metabdlicas como a diabetes mellitus que afeta mais de 14 milhdes
de pessoas s6 nos Estados Unidos e desse montante de pessoas cerca de 20 a 24% manifestam
a neuropatia diabética dolorosa (SCHMADER, 2002). Doengas virais também sdo capazes de
levar a uma neuropatia dolorosa como o virus da imunodeficiéncia humana (HIV)
(SCHIFITTO et al., 2002) e 0 herpes zoster, sendo que esse Gltimo atinge um nimero estimado
de 800.000 pessoas a cada ano nos EUA, a maioria dos quais sao idosos ou imunossuprimidos.
Dentre estes 25% e 50% dos adultos com mais de 50 anos desenvolvem neuralgia pds
herpética, dependendo da precocidade da terapia antiviral para herpes zoster (SCHMADER,
2002). Doengas comportamentais também podem ocasionar a sindrome neuropética, 0
alcoolismo esta entre elas levando ao que se chama de neuropatia alcoolica (KOIKE et al.,
2003).

Uma outra sindrome comum é a do tunel do carpo, ela é um conjunto de sinais e sintomas,
entre eles a dor neuropatica e envolve uma combinagdo de trauma mecénico, aumento da
pressdo e dano isquémico ao nervo mediano dentro do tunel do carpo, comum em pessoas que
praticam movimentos repetitivos no seu dia a dia (ATROSHI et al., 2003; GENOVA et al.,
2020).



Mas ndo s6 moléstias originam a dor neuropética, procedimentos cirurgicos também
podem ser a causa (MACRAE, 2001), incluindo herniorrafia em que ocorre em 30% dos
pacientas submetidos a esse procedimento (POOBALAN et al., 2001), toracotomia em que
muitos pacientes desenvolvem dor cronica (GOTODA et al., 2001; PERTTUNEN;
TASMUTH; KALSO, 1999) ou mastectomia que neste caso a incidéncia de dor cronica varia,
por exemplo a reconstituicdo sem implante teve incidéncia menor de dor pds-cirargica e outra
variante foi a técnica utilizada em que o implante submuscular foi de maior incidéncia do que
o0 subglandular (WALLACE et al., 1996). Além de procedimentos cirdrgicos, tratamentos
quimioterapicos também podem causar neuropatia, drogas como cisplatina, oxaliplatina e
carboplatina estdo associadas a lesdes neurais e subsequente dor cronica (QUASTHOFF;
HARTUNG, 2002).

Esta sindrome se manifesta ndo s6 com fendmenos sensoriais positivos, tais como dor,
alodinia, disestesia, parestesia e hiperalgesia, mas também com fen6menos negativos
sensoriais, tais como hipoestesia, anestesia, analgesia e hipoalgesia (BACKONJA, 2003). Os
sinais comuns da dor neuropatica (Quadro 1), além dos ja citados sdo: queimacdo, sensacao
de choque elétrico e dor paroxistica (JENSEN et al., 2001; MARCHETTINI et al., 2006).



Quadro 1: Sintomas positivos e negativos da dor neuropatica

Tipo Sintoma Conceito
Dor espontanea Sensacdo dolorosa sem estimulo aparente
Alodinia Dor gerada por estimulo ndo doloroso
Evocados
Hiperalgesia | Dor exagerada a um estimulo doloroso
Positivos
Disestesia Alteracdo na sensibilidade dos sentidos,
Espontéaneos sobretudo do tato
Parestesia Sensacgdes cutaneas subjetivas vivenciadas
com auséncia de estimulacédo
Hipoestesia Diminuicdo da sensibilidade a estimulos
Anestesia Perda total da sensibilidade
Negativos
Analgesia Auséncia de dor em resposta a estimulos
normalmente dolorosos
Hipoalgesia Resposta diminuida a um estimulo
doloroso

Fonte: Adaptado de Baron, Binder e Wasner (2010)

O exame clinico rotineiro muitas vezes é incapaz de diferenciar a dor neuropatica da ndo
neuropatica (RASMUSSEN et al., 2004). Para que os diagnosticos fossem mais precisos
foram criados questionarios como o LANSS Pain Scale, ele é baseado na anélise de descricao
sensorial e em exames comuns da disfuncdo sensorial que fornecem informagdes imediatas
em contextos clinicos (BENNETT, 2001).

A lesdo nervosa também leva a uma intensa liberacdo de mediadores inflamatorios, o que
gera a facilitacdo periférica, que emana grande quantidade de impulsos nervosos para a
medula e cérebro e gera o processo de facilitagdo central (VISWANATH et al., 2020). No
sistema nervoso central o que se observa sdo alteragdes como necrose, apoptose, gliose,
desmielinizacdo, e cavitagéo, e tardiamente pode ocorrer, por exemplo, a formagdo siringe
(formacéo de cisto) ap0s lesdo medular (PROFYRIS et al., 2004).

Durante o estabelecimento da dor neuropética alteracfes patoldgicas ocorrem tanto no
sistema nervoso central quanto na periferia. No nervo afetado pela agressdo primaria observa-
se degeneracdo walleriana (degeneracdo neuronal da porcdo distal de uma lesdo em
neurdnios), brotamentos, formacéo de neuromas (crescimento ou tumor de tecidos nervosos)
e atrofia devido a compressdo (WOOLF, 2004b).



As alteracBes patoldgicas acabam por alterar o contexto fisioldgico. Talvez a mais
emblemaética seja a geracao de impulsos ectdpicos a partir da lesdo, no neuroma, ou no ganglio
da raiz dorsal (DRG) (SERRA et al., 2012; WOOLF, 2004b; WOOLF; MANNION, 1999). O
neuroma que estd completamente formado a partir do oitavo dia apds a lesdo nervosa tem
caracteristicas semelhantes as terminagdes nervosas de nervos comuns que enervam a pele e
funcionalmente possuem propriedades heterogéneas que lembram as mecanossensoriais,
polimodais e nociceptiva. Isso ocorre devido a tentativa de regeneracdo, e supde-se que as
diferencas entre 0 neuroma e as terminagdes nervosas da pele seriam devido ao isolamento
das fibras do neuroma de fatores que agiriam na pele e sdo responsaveis pela maturacao e
manutencdo das atividades nervosas locais (RIVERA et al., 2000; WELK; LEAH;
ZIMMERMANN, 1990).

O aumento de atividade nervosa também contagia as fibras tipo C vizinhas as fibras
lesadas, contribuindo para a ampliagdo do sinal nervoso patologico (WU et al., 2001).
Muiltiplos canais para ions podem estar envolvidos na geracao dos impulsos ectdpicos e entre
eles estdo os canais para sodio sensiveis a tetrodotoxina, para potassio e para calcio (LIU et
al., 2001). O aumento no numero dos canais para sodio, a reducao no nimero dos canais para
potéssio (CHRISTOPH et al., 2008; HOFFMANN et al., 2008) e a diminui¢do no limiar dos
canais i6nicos TRP:1 (SHEETS et al., 2008), tem um papel importante na geracdo e
manutenc¢do desse aumento de atividade neuronal (CHRISTOPH et al., 2008; HOFFMANN
etal., 2008; SHEETS et al., 2008).

Seguindo as alteracbes periféricas, também ocorrem mudancas a nivel central. A
sensibilizacdo central é uma alteracdo importante que esta bastante relacionada com os
sintomas da sindrome neuropética (JI et al., 2003; WOOLF; MANNION, 1999). Muito se
deve a facilitacdo sinaptica, que é o que parece predominar nos individuos com dor
neuropatica (CAMPBELL; MEYER, 2006). Para que ocorra esse aumento da forca sinaptica
ocorre alteragcdes na sintese de neurotransmissores e neuromoduladores (OBATA et al., 2003,
ROSENBERGER et al., 2020) e na densidade de canais de céalcio (HENDRICH et al., 2008;
LI et al., 2004). No neurbnio pds-sindptico ocorre uma fosforilagdo de subunidades de N-
metil-D-aspartato (NMDA) (ROSENBERGER et al., 2020; ULTENIUS et al., 2006) e
aumento da densidade desse receptor (CHENG et al., 2008; IWATA et al., 2007; MIYABE;
MILETIC; MILETIC, 2006; TAKASUSUKI et al., 2007; TAO et al., 2003). Observada
inicialmente no DRG, também foram encontradas altera¢fes sinépticas parecidas em regides
do cérebro envolvidas com a interpretacdo e aspectos emocionais da dor, como amigdala,
cortex do giro anterior e cortex pré-frontal (FU et al., 2008; PEDERSEN; SCHEEL-



KRUGER; BLACKBURN-MUNRO, 2007). Ha uma hip6tese de que o processo de
sensibilizagdo central, permite que o sistema nervoso central mantenha a dor independente de
qualquer entrada continua periférica (DEVOR, 2006).

Além dos neurdnios, diretamente envolvidos na dor neuropatica, parte da
responsabilidade pela geracdo e manutencgdo dos sintomas tem sido atribuido as células da glia
como microglia e astrocitos. Estes grupos celulares liberariam uma variedade de citocinas pro-
inflamatdrias, que sdo um dos principais componentes de mediacdo ou na manutencdo de
hiperalgesia e alodinia (VISWANATH et al., 2020; WATKINS; MILLIGAN; MAIER, 2001).
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2. JUSTIFICATIVA

A dor é considerada uma questdo de saude publica, sendo a principal causa de busca por
atendimento médico e auséncias ao trabalho. Por isso acaba por gerar muitos gastos
governamentais e perda de produtividade tanto em Orgdos publicos quanto na iniciativa
privada (CARR et al., 2019; CHENG et al., 2008). A prevaléncia de dor neuropatica devido a
lesdo nervosa periférica varia de 5% a 15,7% (KUFFLER, 2020) e aproximadamente 8% da
populagdo adulta apresenta dor com caracteristicas neuropéaticas. Se considerarmos as
estatisticas dentro das populacbes com morbidades passiveis de levar a neuropatias, a
prevaléncia de dor neuropatica sobe muito, chegando a por exemplo 25% da populagédo
diabética e 35% dos portadores de HIV (MURNION, 2018).

A dor neuropética ainda apresenta um fator complicador, por ser cronica e ser de dificil
tratamento, submete o individuo a uma qualidade de vida indesejavel, prejuizos no contexto
familiar, social e profissional, com prognostico desfavoravel, utilizando normalmente
farmacos em doses altas e sem grande eficacia, principalmente antidepressivos e
gabapentanoides, mas também em muitos casos sao utilizados anti-inflamatérios nédo
esteroidais e opioides (JIANG; LIU; GAO, 2020; WOOLF; MANNION, 1999; MACHADO,
2016).

Devido ao exposto acima, se torna importante o estudo da participacdo de possiveis vias
intracelulares de controle da dor neuropatica, como a via PI3Ky/AKT/NOS/NO/GCs/GMPc.
O estudo dessa via analgésica pode gerar conhecimento para o desenvolvimento de novos

protocolos farmacoldgicos eficazes para o tratamento da dor neuropatica.



Objetivos




3. OBJETIVOS

Tendo em vista os conhecimentos envolvendo o desenvolvimento da dor neuropética
induzida em modelo experimental de constri¢do do nervo ciatico em ratos, bem como estudos
sobre a modulacdo enddgena periférica, esse projeto teve como objetivo verificar o papel da
via PI3Ky/Akt/NOS//NO/GCs/GMPc e canais para potassio na modulagdo da dor neuropética
induzida pela constri¢cdo do nervo ciatico em ratos Wistar.

3.1 Objetivos especificos:
1)  Awvaliar o curso temporal da dor neuropéatica na pata de ratos induzida pela

constricao do nervo ciatico.

2)  Avaliar farmacologicamente o envolvimento da via PI3Ky/Akt com o controle

da dor neuropética na pata de ratos induzida pela constricdo do nervo ciatico.

3) Avaliar farmacologicamente o envolvimento das enzimas éxido nitrico sintase
neuronal (NOSn), 6xido nitrico sintase indutivel (NOSI), e da guanilato ciclase soltvel
(GCs) com o controle da dor neuropatica na pata de ratos induzida pela constri¢do do

nervo ciatico.

4)  Avaliar farmacologicamente o envolvimento dos canais para K* dependentes de
voltagem (Kv), ativados por Ca?* de baixa e alta condutancia e sensiveis ao ATP
(Katp) com o controle da dor neuropética na pata de ratos induzida pela constri¢do do

nervo ciatico.

5)  Quantificar os niveis de proteinas para Akt, INOS e o canal para potassio
sensivel ao ATP (Katp) em pata e mesencéfalo de ratos submetidos a constricdo do

nervo ciatico.

6)  Quantificar a concentragéo de nitrito na pata e mesencéfalo em ratos submetidos

a constricdo do nervo ciético.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais de experimentacéao:

Foram utilizados ratos Wistar machos, pesando entre 160 e 180 g para cirurgia de
constricdo do nervo ciatico. Os animais foram provenientes do Centro de Bioterismo do
Instituto de Ciéncias Biolodgicas da Universidade Federal de Minas Gerais (Cebio-
ICB/UFMG). Tais foram alojados em caixas plasticas de dimensfes 30x16x12 centimetros
(4/caixas) com cama de forragem, com livre acesso a ragdo e agua. Onde receberam a mesma
racdo comercial. Os ratos foram mantidos em ambiente com temperatura controlada (23 a
26°C), em regime de 12 horas de luz e 12 horas de escuro e um dia antes submetidos ao teste
algesimétrico para ambientalizacdo. Os protocolos experimentais utilizados foram aprovados
pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de Minas Gerais (CEUA-
UFMG) sob numero de protocolo 173/2014 (ANEXO 1), além de estar de acordo com as
recomendac0es internacionais para experimentacdo em dor em animais (ZIMMERMANN,
1983).

4.2 FaArmacos e solventes:

4.2.1 Farmacos utilizados para analgesia e anestesia durante a cirurgia de
constri¢do do nervo ciatico
e - Cloridrato de Ketamina 10% (Dopalen, Vetbrands, Brasil).
e - Xilazina 2% (Dopaser, Calier, Brasil)
Observacdo: Todas as cirurgias foram realizadas sob anestesia geral, com solucao
anestésica de ketamina 10% (80 mg/Kg) e xilazina 2% (16 mg/Kg), sendo injetada
por via intraperitoneal, em volume de 0,1 ml por 100 g de peso do animal.

4.2.2 Farmacos envolvidos nas vias PI3Ky/Akt//NOS/NO/GCs/GMPc

e AS 605240: (5-[6-Quinoxalinylmethylene]-2,4-thiazolidinediona) (Sigma, EUA),
inibidor potente e seletivo de PI3Ky. Mantido no freezer (-20° C) em solucao
estoque, solubilizado em DMSO 100%. Antes das injecdes, a solugédo foi diluida
em salina atingindo a concentracdo de DMSO 10%. A dose utilizada foi de 90 ug /
pata.
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Figura 6: Farmacos inibidores da via PISK/Akt/NOS

e L-NPA: (Nw-Propil-L-arginina) (Sigma, EUA), inibidor seletivo da enzima 6xido
nitrico sintase neuronal (NNOS), solubilizado em salina. Mantido no freezer (-20°
C) em solucéo estoque, dissolvido em NaCl 0,9%. A dose utilizada foi de 24 pg /
pata.

e L-NIL: (hidrocloridrato de N6-(1-Iminoetil)-L-lisina) (Sigma), inibidor seletivo da
enzima Oxido nitrico sintase induzivel (iNOS), Mantido no freezer (-20° C) em

solucgéo estoque, dissolvido em NaCl 0,9%. A dose utilizada foi de 24 pg / pata.

e ODQ: (1H-[1,2,4] Oxadiazolo [4,3-a]quinoxalina-1-ona) (RBI), inibidor seletivo
da enzima guanilato ciclase solivel. Mantido no freezer (-20° C) em solugéo
estoque, solubilizado em DMSO 100%. Antes das injecdes, a solucdo foi diluida
em salina atingindo a concentragdo de DMSO 10%. A dose utilizada foi de 100 pg
/ pata.
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Figura 7: Farmacos da via NOS/NO/GMPc.

4.2.3 Farmacos bloqueadores dos canais para potéssio (Figura 8):

e Glibenclamida: (Sigma), bloqueador seletivo dos canais para K* sensiveis ao ATP

(KaTp), solubilizado em Tween 20 1% em salina. Mantido em geladeira (4° C) em

po. E solubilizada no momento do uso para formar uma solucdo em DMSO 10%.

A dose utilizada foi de 80 g / pata.

e Tetraetilamonio: (Sigma), bloqueador seletivo dos canais para K™ dependentes de

voltagem (Kv). Mantido no freezer (-20° C) em solucéo estoque, dissolvido em

NaCl 0,9%. A dose utilizada foi de 30 g / pata.

e Dequalineo: (Santa Cruz, EUA), blogueador seletivo dos canais para K™ ativados por

Ca*? de baixa condutincia (KCa). Mantido no freezer (-20° C) em solucéo estoque,

dissolvido em NaCl 0,9%. A dose utilizada foi de 50 ug / pata.



e Paxilina: (Sigma), bloqueador seletivo dos canais para K* ativados por Ca*? de alta
condutancia (KCa). Mantido no freezer (-20° C) em solucdo estoque, dissolvido em
NaCl 0,9%. A dose utilizada foi de 50 pg / pata.
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Figura 8: Farmacos blogueadores dos canais para potassio.

Os blogueadores dos canais para potassio ndo permitem a saida do ion potassio pelo canal bloqueado o
que causa hiperpolarizacao da célula e dificulta a conducdo do impulso nervoso e por consequéncia inibe
a liberagdo de neurotransmissores nas sinapses.

4.3 Administracéo das drogas:

Os farmacos usados para anestesia dos animais operados foram administrados por via

intraperitoneal (Figura 9) em solucéo Unica dos dois anestésicos na dose de 0,1 ml por cada
100 g de peso vivo.



Figura 9: Administracéo intraperitoneal.
Anestésicos foram administrados pela via intraperitoneal.

Os farmacos utilizados para avaliacdo dos sistemas testados foram administrados através
de injecdo subcutanea na superficie plantar da pata no membro pélvico do rato (via intraplantar),
no volume de 50 pl (Figura 10).

Figura 10: Administragdo intraplantar

Farmacos e veiculos foram administrados na pata posterior direita na
via subcuténea na regido plantar.

4.4 Teste algesimétrico de mensuracdo da hiperalgesia da pata de rato:

O método de retirada da pata submetida a compressao, foi utilizado para a mensuracgéo da
hiperalgesia periférica em ratos (RANDALL; SELITTO, 1957).



Para realizacdo do teste, o animal foi cuidadosamente mantido em posi¢do horizontal

sobre a bancada, por uma das mdos do experimentador, enquanto a pata sob teste foi
apresentada, por sua superficie plantar, a parte compressora do aparelho. A parte compressora
consiste em duas superficies, sendo uma plana, sobre a qual se coloca a pata do animal, e outra
cbnica, com uma area de 1,75 mm?2 na extremidade, por meio da qual é aplicada uma pressdo
na superficie plantar da pata do animal.
Quando o experimentador aciona um pedal ligado ao aparato, um peso comeca a deslocar
atraves de uma rosca sem fim sobre uma régua numerada. Por um sistema de alavanca a
intensidade da presséo aplicada aumenta a uma taxa constante de 32 g/segundo de forma que
cada unidade marcada na régua numerada do aparelho indica acréscimo de 20 g de forca sobre
a regido plantar da pata do animal até induzir uma reacdo de aversdo ao estimulo compressivo
(reflexo de retirada de pata). Ao observar a resposta nociceptiva do animal, o experimentador
desacionara o pedal, interrompendo assim o aumento da pressdo imposta a pata, sendo que o
ultimo valor, que corresponde ao limiar nociceptivo, fica indicado no aparelho e deve ser
multiplicado por 20 para expressar o valor em gramas (g) (Figura 11).

E importante ressaltar que o animal é ambientalizado ao aparelho no dia que antecede o
teste. Essa ambientalizagdo consiste em submeter o animal & mesma situacdo que serd
vivenciada no dia do experimento. Esse procedimento é importante para permitir uma melhor
observacao da resposta nociceptiva do animal, que durante o teste deve permanecer quieto,
evitando que desenvolva uma reacdo aversiva simplesmente devido a situacdo estranha
imposta a ele.

Para dar maior credibilidade as medidas, foram realizadas comprovacdes por teste cego,
isto é, um experimentador sem envolvimento com o trabalho, porém experiente, fez
mensurac6es do limiar nociceptivo sem saber quais as drogas foram administradas e nem

mesmo se 0 animal era operado ou naive.



Figura 11: Algesimetro

Aparelho utilizado para medir o limiar nociceptivo de ratos, em que a pata do animal € colocada
como mostra a imagem e é realizada uma pressdo que aumenta gradativamente na velocidade de
32 gramas por segundo até que o animal retire a pata.

4.5 Modelo de Inducéo de Dor Neuropatica: Constricdo do Nervo Ciatico (CNC)
4.5.1 Materiais

e Fio flexivel resinado (Fio dental hillo, Hillo industria e Comércio Ltda, Brasil).
Composicéo: resina termoplastica, cera mineral, BHT e ionol;

e Fio de sutura de nylon agulhado 5.0 (Medico (Huaian) Comércio Ltda, China);

e Tesoura Quinelato iris - QT 822-11 (Schobell Industrial Ltda, Brasil);

e Pinca porta-agulha Derf Serrilha - 12 cm (EDLO S/A Produtos Médicos,
Brasil);

e Pinca de Disseccdo Adson sem dente — 12cm (EDLO S/A Produtos Médicos,
Brasil);

¢ Pinga Clinica - 12cm (Golgran Ind. Com. Instr. Odontoldgico Ltda, Brasil);



e Aplicador de Dycal Simples - 12cm (Golgran Ind. Com. Instr. Odontol6gico
Ltda, Brasil).
Observacgdo: Todos os instrumentais e materiais foram previamente esterilizados,

para a realizacdo da cirurgia.

4.5.2 Técnica cirargica

Os animais foram anestesiados com solucéo de Cloridrato de Ketamina 10% (Dopalen,
Vetbrands, Brasil) na dose de 50 mg / Kg e Cloridrato de Xilazina 2% (Dopaser, Calier, Brasil)
com a dose de 5 mg / Kg, injetados por via intraperitoneal na dose de 0,1 ml por cada 100 g
de peso vivo.

Existem diversas técnicas para estudar a dor neuropatica, algumas delas apresentam
dindmicas de inducdo da dor neuropéatica diferentes, por exemplo no tempo de
desenvolvimento da dor neuropatica, e visam estudar com métodos diferentes, uma sindrome
com etiologias diferentes. (BENNETT; XIE, 1988; BIANCHI et al., 1996; CAMPBELL;
MEYER, 2006; KRAYCHETE; GOZZANI; KRAYCHETE, 2008). A técnica cirurgica
empregada foi a constricdo frouxa do nervo ciatico, adaptada de Bennett & Xie (1988). Dessa
forma foi feita a utilizacdo de um fio flexivel resinado que é mais inerte do que o gut cromado
(utilizado por Bennett & Xie) para tentar mimetizar ainda mais as situacdes reais de doencas
como a sindrome do carpo, uma vez que, o gut cromado é um fio absorvivel e seria consumido,
enquanto em muitas moléstias, a compressdo do nervo é continua. Além disso, o cromo
contribui para o desenvolvimento da dor neuropatica (MAVES et al., 1993) e a proposta neste
trabalho é de causar a neuropatia por compressdo e ndo por toxicidade. Em adicdo, o fio
flexivel resinado ja mostrou bom resultado em outro trabalho (MOTTA et al., 2011).

Apbs ser anestesiado, o animal foi colocado em uma mesa cirurgica, na posicdo de
decubito dorsal. A regido medial da coxa direita foi tricotomizada e o animal foi posicionado
de forma que fique exposta toda a regido ventral do quadril e medial da coxa. Inicialmente,
com auxilio de uma pingca e uma tesoura de ponta afiada, foi realizada uma incisdo na pele
sobre os musculos adutor do quadril e 0 semimembranaceo. Em seguida, com ajuda de uma
tesoura, foi feita divulsdo dos musculos da regido até acessar o nervo ciatico. Com auxilio de
um instrumento curvo sem ponta, todo o nervo foi liberado de qualquer aderéncia e exposto.
Quatro ligaduras frouxas, com fio flexivel resinado, foram colocadas ao redor do nervo,
separadas uma da outra por aproximadamente dois milimetros (Figura 12). Feito isso, a ferida

cirurgica foi suturada com fio de nylon agulhado 5.0.



Os animais “naive” ndo receberam nenhum tipo de manipulacdo cirtirgica. Os animais
falsos operados foram submetidos a todos os procedimentos experimentais, exceto a
constri¢do do nervo ciatico, em que serdo realizadas duas manobras diferentes originando dois
grupos diferentes:

-Falso operado sem fio: o nervo ciatico serd apenas liberado das aderéncias com
auxilio de um instrumento curvo.

-Falso operado com fio: o nervo ciatico sera liberado das aderéncias, com
auxilio de um instrumento curvo, e o fio sera passado em volta do nervo e

deixado no local, sem a constrigéo.

Figura 12: Esquema da cirurgia de constri¢do crénica
Incisdo realizada na porcdo ventral da coxa do rato e apds
exposicdo do nervo ciatico colocacao de quatro ligaduras frouxas
com fio flexivel resinado.



4.6 Procedimentos Experimentais

4.6.1 Avaliacdo da modulacéo enddgena da dor neuropatica

Nesse protocolo experimental foi avaliado se a via PI3Ky/Akt/NOS/NO/GCs /GMPc, os
canais para potassio participavam da modulacdo da dor neuropatica induzida pela constri¢do
do nervo ciatico (CNC).

Antes dos procedimentos cirdrgicos ou de aplicagdo de qualquer farmaco foi mensurado
o limiar de resposta a compressao aplicada a pata de cada animal por trés vezes. Apos a terceira
medida, calculava-se a média dos trés valores, sendo considerada como o valor da medida
basal. Esse procedimento foi realizado em todos os grupos de animais (“naive”, falsos
operados e operados). Em seguida, os animais foram submetidos a cirurgia de constricdo do
nervo ciatico ou submetidos aos procedimentos de falso operados. Inicialmente, com o
objetivo de avaliar o desenvolvimento da dor neuropatica, foi realizado medidas diarias do

limiar nociceptivo por 15 dias (Figura 13).

MB Medidas do Limiar Nociceptivo
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Figura 13: Esquema do procedimento experimental para avaliagdo do desenvolvimento
da dor neuropética.

Avaliacdo do desenvolvimento da dor neuropatica. CNC é constri¢do do nervo ciatico, MB é
medida basal. Foram realizadas medidas diarias até 15 dias apds a constri¢do do nervo ciatico.

Os farmacos utilizados para estudar a via PI3Ky/Akt/NOS/NO/GCs/GMPc, os canais
para potassio, foram administrados no 6° e 12° dia ap0s a realizacdo das cirurgias e no dia da
aplicagdo, as medidas eram realizadas no tempo em que o farmaco atingia o pico de acdo
(Figura 14 e 15). Para cada um desses dias, havia grupos de animais para o experimento e seus
controles, de forma que os animais em experimentacdo no 6° dia ndo eram 0S MesSMOS

experimentados no 12° dia.



Em cada dia que foi realizado o experimento, novas medidas do limiar nociceptivo dos
animais foram registradas antes e apds a administracdo de qualquer farmaco. Antes da
aplicacdo de qualquer droga também foi feito um exame fisico nos animais operados, com o
intuito de avaliar se 0 animal estava apto para participar do experimento, avaliar se o animal
apresentava os indicadores de neuropatia (tais como alteragfes na marcha, sensibilidade
aumentada e em muitos casos atrofia do membro constrito). Com a mensuracdo do limiar foi
verificado se o farmaco aplicado aumentava ou diminuia o limiar nociceptivo, e assim
verificou-se a participacao ou ndo dos componentes da via PI3Ky/Akt/NOS//NO/GCs/GMPc
ou dos tipos de canais para potassio, na modulacdo durante o desenvolvimento da dor
neuropética e na fase em que essa ja se encontra consolidada. O tempo de administracdo das
drogas, o intervalo das medidas do limiar nociceptivo, assim como as doses utilizadas foram
baseadas em trabalhos anteriores (ALMEIDA et al., 2017; ALVES et al., 2013; ROMERO et
al., 2011; ROMERO; DUARTE, 2013; ROMERO; RESENDE; DUARTE, 2011).

Medidas do Limiar Nociceptivo antes e apos a administracdo
MB dos inibidores ou bloqueadores

l 0 + 6 l12 Dias

w f

Administracdo dos inibidores e bloaueadores

CNC

Figura 14: Esquema do procedimento experimental dos dias de aplicacdo dos farmacos.

Avaliacdo da modulacdo enddgena da dor neuropatica pelas vias PI3Ky/Akt/NOS/NO/GCs
/GMPc,e canais para potéssio através da administracdo de inibidores e bloqueadores dos canais.
CNC é constri¢do do nervo ciatico e MB é medida basal.
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Figura 15: Esquema do procedimento experimental do uso dos farmacos.

Cada droga foi aplicada em grupos de animais separados de forma que nenhum animal recebeu
mais que uma droga e 0 momento da medida do limiar nociceptivo foi no pico de agdo da droga
injetada, assim, proporcionou seu efeito maximo.

4.7 Andlise da expressdo de Akt, INOS e canais para potéassio sensiveis ao ATP

Foram analisados 4 grupos, naive e animais 1 dia, 6 dias e 12 dias ap0s a constri¢do do
nervo ciatico. Os ratos foram eutanasiados, por sobre dose de anestésicos, e a superficie plantar
da pata e o mesencéfalo dos mesmos foram coletados e divididos entre material para western
blot e reacdo de Griess. Os tecidos designados para esta etapa foram homogeneizados
individualmente em 500 pl de tampéao RIPA (180 mmol/L de NaCl, 50 mmol/L de TrisHCI, 0,5
mmol/L de EDTA.2Na, 1 mmol/L de MgCl2, 0,3% de Triton X-100, 0,5% de SDS, pH 7.4),
contendo inibidores de proteases (SigmaFAST®, Sigma). Posteriormente, foi feita a
centrifugacdo a 16000 x g durante 20 minutos a 4°C e o sobrenadante foi coletado. O teor de
proteina foi determinado pelo uso do método de Bradford (BRADFORD, 1976). Quantidades
iguais de proteina (50 pg) foram desnaturadas em tampdo de carga a 95°C durante 5 min e
submetidas a SDS-PAGE usando gel de poliacrilamida a 10% (para Akt e canais para potassio)
e 7,5% (para iNOS). Em seguida, as proteinas foram transferidas para uma membrana de
nitrocelulose (Cytiva Life Science, MA, EUA). As membranas foram blogueadas a temperatura
ambiente com BSA a 5% em TBS-T (NaCl 1,6 M e Tris 0,2 M enriquecido com Tween 20
0,1%) antes da incubagdo com anticorpo monoclonal anti-Akt (produzido em camundongo,
diluido 1:1000; Santa Cruz Biotechnology, Inc., CA, EUA; cat. n°® SC-5298), monoclonal anti-
Akt (Ser 473) (produzindo em camundongo, diluido 1:1000; Santa Cruz Biotechnology, Inc.,
CA, EUA, cat. n°® SC-24500), policlonal anti-iNOS (phospho Y151) (produzindo em coelho,
diluido 1:1000; Abcam, Cambridge, UK, cat. n° ab-3280) e monoclonal anti-B-Actina



(produzindo em camundongo, diluido 1:2000; Abcam, Cambridge, UK, cat. n® ab-182640). As
membranas foram incubadas durante a noite a 4°C com anticorpo primario seguido de 3
lavagens em agitacdo constante com TBS-T de 5 minutos e incuba¢do com anticorpos
secundarios conjugados com peroxidase durante 2h a temperatura ambiente. Os
imunocomplexos foram detectados por reacdo quimioluminescente (Luminata ™ Forte
Western HRP Substrato, Millipore, MA), seguido de anélises densitométricas com o software
ImageJ 1.46r (Wayne Rasband, National Institutes of Health, Bethesda, MD).

4.8 Dosagem de Nitrito pela Reacéo de Griess

Os niveis de nitrito foram mensurados através da reagdo de Griess (GREEN et al., 1982)
e 0S mesmos grupos da técnica de western blot (naive e animais com 1 dia, 6 dias e 12 dias apds
a constricdo do nervo ciatico) foram utilizados nesta etapa, mas a preparacdo do tecido foi
adequada para cada técnica.

Os ratos foram eutanasiados, por sobredose de anestésico, e a superficie plantar da pata
e o mesencéfalo dos mesmos foram coletados. Os tecidos foram homogeneizados
individualmente em 900 ul de solug@o tampao contendo: Tris-HCI 30 mM, pH 6,8, EDTA 5
mM, sacarose 250 mM, KCI 30 mM, b-mercaptoetanol a 2%, PMSF (100 pg/ml), benzamidina
(5 pug/ml), aprotinina (2 pg/ml) e leupeptina (2 ug/ml). As amostras foramentdo centrifugadas
(12000g, 4°C, 15 min). Resumidamente, foram aplicados 100 pul do sobrenadante a um pogo de
placa de ELISA, seguido por 100 pul de reagente de Griess (2% [p/v] de sulfanilamida em &cido
fosforico a 5% [v/v] e 0,2% [p/v] naftilentilenodiamina) (RAMOS et al., 2006) (Figura 16).
Apo6s 10 minutos de desenvolvimento de cor a temperatura ambiente, a absorvancia foi medida
com um leitor de microplacas (Espectrofotdmetro de Microplacas Epoch™; BioTek, Winooski,
VT, EUA) a um comprimento de onda de 545 nm. Cada amostra foi ensaiada em pogos
triplicados. As curvas de referéncia padréo de nitrito foram feitas com nitrito de sédio em agua
destilada em concentragdes de 100, 50, 25, 12,5, 6,25, 3,13 e 1,56 uM. O limite de detec¢ao do

ensaio ¢ de = 1,5 pmol/litro.
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Figura 16: Mecanismo da reacao envolvida na dosagem de nitrito [NO2] pelo método de Griess.

O nitrito reage sequencialmente com sulfanilamida ¢ NED (“reagente de Griess”), gerando um composto, o
diazo composto (A), de coloragdo vermelha intensa (B). NED, naftilentilenodiamina. Adaptado de Ramos et al.
(2006).

4.9 Analise Estatistica

Os resultados sdo apresentados como a média e erro padrdo da média (EPM) do limiar
nociceptivo, expresso em gramas (g). Os dados obtidos foram submetidos a anélise de
variancia one-way ou two-way seguida do teste de Bonferroni para verificar a significancia
das diferencas entre as médias. Foram considerados estatisticamente significativos valores de

p < 0,05. As andlises estatisticas foram feitas usando o programa GraphPad Prism 8.



Resultados




5. RESULTADOS

5.1 Desenvolvimento temporal do efeito da constricdo do nervo ciatico

Para avaliar a dindmica da inducao da dor neuropatica, foram realizadas durante 15 dias
medidas diarias dos limiares nociceptivos na pata direita do membro pélvico de animais que
passaram pela cirurgia de constricdo do nervo ciatico. Também foram aferidas medidas dos
limiares nociceptivos dos controles (falsos operados e naive). Foi observado que no 1° dia de
constri¢do os animais apresentaram um efeito hipoalgesico, reduzido até o 4° dia, se mantendo
estabilizado no 4° e 5° dia. A partir do 6° dia os animais comegaram a apresentar hiperalgesia,
com valores de limiar significantes abaixo do basal e a cada dia esses valores foram reduzidos,
sendo estabilizados ao 10° dia, e se manteve constante até 0 15° dia p6s CNC. Os grupos falsos
operados com e sem fio ndo demonstraram diferenca significativa quando comparado com o
grupo naive. Também os grupos falsos operados ndo apresentaram diferenca estatistica entre
eles quando comparados entre si (Figura 16). Mediante os valores encontrados foram
escolhidos para avaliar a participacdo da via PI3Ky/Akt/NOS/NO/GCs/GMPc e dos canais
para potassio o dia 6, por ser o primeiro dia que apresenta hiperalgesia e representar um
momento que a dor ainda esta em processo de desenvolvimento; e o dia 12 pelo fato da dor ja

esta estabilizada, e nesse momento ela ja esta consolidada (Figura 16).
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Figura 17: Avaliacdo temporal da dor neuropatica periférica induzida por constri¢cdo crénica do
nervo ciatico.

Na parte superior da figura esta representado o protocolo do experimento. Os simbolos representam a média + E.P.M.
da medida do limiar nociceptivo expresso em gramas (g), referente a cinco animais. * expressa a significancia
estatistica (P < 0,05) em relacdo ao grupo Naive. Foi utilizado two-way anova.



5.2 Avaliacao farmacolégica sobre o envolvimento da via PI3Ky/Akt
Quando se fala da atuacdo enddgena desta via, em especial pelas isoformas y da PI3K,
ainda existe a necessidade de estudos para esclarecer a atuacdo desta via sobre a neuropatia.
A aplicacdo do inibidor da PI13Ky, AS605240 na dose de 90 g por pata, pela via intraplantar,
no membro pélvico direito 30 minutos antes do teste algesimétrico, causou no 6° e no 12° dia
ap6s CNC, reducdo do limiar nociceptivo, isto é, a dor ficou mais intensa quando a PI3Ky nédo

participa do processo (Figura 18).
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Figura 18: Efeito da administracéo intraplantar do inibidor da PI13Ky.

As barras representam a média + E.P.M. das medidas do limiar nociceptivo expresso em gramas (g), referentes a cinco
animais. * expressa significancia estatistica (P < 0.05) comparado com o grupo OPERADO + DMSO 10% e #
simboliza significancia estatistica (P < 0.05) comparados com os grupos NAIVE + DMSO 10% e NAIVE + AS605240

90 pg. Foi utilizado one-way anova.



5.3 Avaliacdo farmacoldgica das 6xido nitrico sintase neuronal (NOSn), éxido nitrico
sintase indutivel (NOSI), e da guanilato ciclase soltvel.

O inibidor da nNOS, L-NPA, via intraplantar, 24 pg por animal e 30 minutos antes da

mensuracao do limiar nociceptivo, revelou uma acdo dual da acdo da nNOS. No 6° dia p6s

constri¢do houve reducéo do limiar nociceptivo, em relacdo aos animais que neuropaticos que

receberam apenas o veiculo (salina), assim, constatamos que nesse momento, a nNOS tem

uma participacdo em eventos analgésicos. J& no 12° dia, ao inibirmos a acdo da nNQOS, o limiar

aumentou e isso indica que nesse momento ha uma participacéo da isoforma neuronal em

eventos hiperalgesicos diferentemente no que observamos na fase de inducgéo (6° dia) em que

ela participava de eventos analgésicos (Figura 19).

Constrigdo
do nervo
cidtico
(CNC)

Medida

Dia do experimento 6 ou 12 dias apds CNC

Medida do limiar
nociceptivo

0 NAIVE + SALINA
B3 NAIVE + L-NPA 24 g
[ OPERADO + SALINA

basal | Il | T
pao - 30 min. o min. Bl OPERADO + L-NPA 24 ug
- 200- .
2000 e A - -
[e)] — (o))
9 150- = _% 150 3
& — & #
2 100+ — 2 100+
2 = 2
8 504 = & 50-
E — E
0 : — 0 ' :
0 0 12
Dias Dias

Figura 19: Efeito da administracdo intraplantar do inibidor da nNOS.

As barras representam a média + E.P.M. das medidas do limiar nociceptivo expresso em gramas (g), referentes a cinco
animais. & expressa significancia estatistica hiperalgésica (P < 0.05) e * expressa significancia estatistica hipoalgésica (P
< 0.05) comparado com o grupo OPERADO + SALINA e # simboliza significancia estatistica (P < 0.05) comparados
com os grupos NAIVE + SALINA e NAIVE + L-NPA 24 ug. Foi utilizado one-way anova.



J& o inibidor da iNOS, L-NIL, revela um resultado um pouco diferente da inibicdo da
nNNOS. Quando administrado por via intraplantar, 30 minutos antes das mensuragdes
algesimétricas, na dose de 24 pg, o limiar nociceptivo em relagdo aos neuropaticos que
receberam o veiculo (salina) diminuiu no 6° dia como ocorreu com nNOS, mas no 12° dia
também houve reducdo do limiar diferentemente dos animais testados para nNOS que
aumentaram nesse momento. I1sso mostra que em animais neuropéticos a iNOS esté envolvida
em processos enddgenos analgeésicos, tanto na fase de inducéo da neuropatia quanto na fase

em que essa ja se encontra consolidada (Figura 20)
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Figura 20: Efeito da administracdo intraplantar do inibidor de iNOS.

As barras representam a média + E.P.M. das medidas do limiar nociceptivo expresso em gramas (g), referentes a cinco
animais. * expressa significancia estatistica (P < 0.05) comparado com o grupo OPERADO + SALINA e # simboliza
significancia estatistica (P < 0.05) comparados com os grupos NAIVE + SALINA e NAIVE + L-NIL 24 pg. Foi utilizado
one-way anova.



O inibidor da guanilato ciclase soluvel, ODQ, quando administrada em animais, que foram
submetidos @ CNC, na dose de 100 pg por animal, por via intraplantar e 15 minutos antes do
teste algesimétrico, mostrou reducdo do limiar nociceptivo em relacdo aos animais tratados
apenas com DMSO 10% tanto no momento de inducdo (6° dia) quanto na dor neuropatica ja
consolidada (12° dia) (Figura 21). Isso indica que a guanilato ciclase soltvel participa do

controle analgésico end6geno durante todo processo neuropatico.

Constricdo Dia do experimento 6 ou 12 dias apos CNC

Py [ NAIVE + DMSO 10%
0’ - — E3 NAIVE + ODQ 100 pg
Medida do limiar
Medida ! nociceptivo [CJ OPERADO + DMSO 10%
asal | 7
M s i, . Bl OPERADO + ODQ 100 pg
200~ 200- _ _
a o ; i — ; a e E . E
2 1501 E % i 2 1501 % %
2 = — # 2 = = # #
S 100~ = — * 2 100~ — — *
3] — —] (3] — —
(o] — — [©] —_ —
c —] — < — —
S 504 = — 8 504 = —
E = = E = =
0 = T él 0 = T = T
0 6 0 12
Dias Dias

Figura 21: Efeito da administracgéo intraplantar do inibidor da guanilato ciclase soltvel.

As barras representam a média + E.P.M. das medidas do limiar nociceptivo expresso em gramas (g), referentes a cinco
animais. * expressa significancia estatistica (P < 0.05) comparado com o grupo OPERADO + DMSO 10% e # simboliza
significancia estatistica (P < 0.05) comparados com os grupos NAIVE + DMSO 10% e NAIVE + ODQ. Foi utilizado
one-way anova.



5.4 Avaliacao farmacoldgica dos canais para potéssio.

Devido ao ja comprovado efeito antinociceptivo dos canais para potassio no controle da
dor inflamatdria seria intuitivo pensar que teria 0 mesmo efeito na dor neuropética, mas com
todas as adaptacdes no desenvolvimento da dor neuropatica, seria possivel que a modulacao
enddgena nesse tipo de dor pelos canais para K* apresente mudancas em relacdo aos outros

tipos de dor.

5.4.1 - Efeito dos blogueadores dos canais para potéassio ativados por Ca?* de baixa e alta
conduténcia sobre o limiar nociceptivo apds constri¢do do nervo ciatico na pata de ratos.

A administracdo intraplantar dos bloqueadores de canais para potassio ativados por calcio
de baixa condutancia, dequalinio, na dose de 50 pg por animal, 5 minutos antes da medida do
limiar nociceptivo mostrou reducédo do limiar nociceptivo no 6° dia, indicando que esse canal
para potassio tem papel analgésico durante a fase de inducdo. No entanto durante a neuropatia
ja consolidada os resultados mostram que ndo ha diferenca significativa entre os grupos
neuropaticos, o que indica que, em nossas condigdes, o canal para potassio ativado por Ca2*
ndo esta envolvido na modulacao da dor neuropatica na neuropatia consolidada (Figura 22).

Enquanto os canais para potassio ativados por Ca®* de baixa condutancia participam na
fase de inducdo da neuropatia, podemos observar que nas mesmas condi¢fes aplicadas, o
efeito da injecdo do bloqueador seletivo dos canais para potassio ativados por Ca2* de alta
condutancia, paxilina, intraplantar na dose de 50 pg por animal, 5 minutos antes da aferi¢ao
do limiar nociceptivo ndo provocou reducdo dos valores do limiar em relacdo ao operado com
veiculo (salina) no 6° dia ap6s CNC. No entanto, no 12° dia ap6s constricdo do nervo ciatico,
com a aplicagdo da paxilina, o limiar aumenta, indicando que esse canal tem agéo

hiperalgésica na dor neuropatica consolidada (Figura 23).



Constrigao
do nervo

Dia do experimento 6 ou 12 dias apos CNC

cidtico DO NAIVE + SALINA
(CNC) equalineo
TRp— BE3 NAIVE + Dequalinio 50 pg
Ntl,edm\a n(:cicepﬁvo [CJ OPERADO + SALINA
asa l e
Dialo 11 o Bl OPERADO + Dequalinio 50 ng
200~ 200-
—_ . e . —_ . — o
o o ]
9 150- # 4 9 150- =
5 : =F
2 100+ © 1004 =lm
4] Q —
2 2 =
& 50- g 501 —
E E =
C T c L] | ]
6 0 12

Figura 22: Efeito da administragdo intraplantar do bloqueador do canal para potéassio sensivel ao

calcio de baixa condutancia.

As barras representam a média + E.P.M. das medidas do limiar nociceptivo expresso em gramas (g), referentes a
cinco animais. * expressa significancia estatistica (P < 0.05) comparado com o grupo OPERADO + SALINA e #
simboliza significancia estatistica (P < 0.05) comparados com os grupos NAIVE + DMSO 10% e NAIVE +

Dequalinio 50 pg. Foi utilizado one-way anova.
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Figura 23: Efeito da administracdo intraplantar do bloqueador do canal para potassio sensivel ao

calcio de alta condutancia.

As barras representam a média + S.E.M. das medidas do limiar nociceptivo expresso em gramas (g), referentes a
cinco animais. * expressa significancia estatistica (P < 0.05) comparado com o grupo OPERADO + SALINA e #
simboliza significancia estatistica (P < 0.05) comparados com os grupos NAIVE + DMSO 10% e NAIVE + Paxilina
50 pg. Foi utilizado one-way anova.



5.4.2 -Efeito dos bloqueadores dos canais para potassio dependentes de voltagem sobre 0
limiar nociceptivo apés constri¢do do nervo ciatico na pata de ratos.

Foi observado na aplicagdo intraplantar do bloqueador de canais para potassio dependentes
de voltagem (Kv), na dose de 30 pg por animal, 30 minutos antes das leituras de limiar
nociceptivo, ndo provoca nenhum efeito em animais neuropaticos em todos os dias testados
(Figura 24). Entdo podemos inferir que esse tipo de canal ndo participa da modulacéo periférica

da dor neuropética por CNC.
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Figura 24: Efeito da administracdo intraplantar do bloqueador dos canais para potéssio voltagem

dependentes.

As barras representam a média + E.P.M. das medidas do limiar nociceptivo expresso em gramas (g), referentes a cinco
animais. # simboliza significancia estatistica (P < 0.05) comparados com os grupos NAIVE + DMSO 10% e NAIVE +

Tetraetilamonio 30 pg. Foi utilizado one-way anova.



5.4.3 -Efeito dos bloqueadores dos canais para potassio sensiveis ao ATP sobre o limiar
nociceptivo apds constricdo do nervo ciatico na pata de ratos.

O efeito da aplicacdo de 80 pg do blogueador dos canais para potassio sensiveis ao ATP
(Katp), glibenclamida, por animal, 5 minutos antes de se obter os valores no algesimetro,
mostrou reducdo no limiar nociceptivo tanto na indugdo (6° dia) quanto na dor neuropética
consolidada (12° dia), o que indica que KATP participa de processos analgesicos durante todo

evento neuropatico (Figura 25).
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Figura 25: Efeito da administracéo intraplantar do bloqueador seletivo dos canais para potassio sensiveis
ao ATP.

As barras representam a média + E.P.M. das medidas do limiar nociceptivo expresso em gramas (g), referentes a cinco
animais. * expressa significancia estatistica (P < 0.05) comparado com o grupo OPERADO + DMSO 10% e # simboliza
significancia estatistica (P < 0.05) comparados com os grupos NAIVE + DMSO 10% e NAIVE + Glibenclamida 80 pg.
Foi utilizado one-way anova.



5.5 Expressdo de Akt, iNOS e do canal para potéssio sensivel ao ATP em pata e
mesencéfalo de ratos submetidos a constri¢cdo do nervo ciatico.

A expressdo dos componentes da via avaliada no estudo pode revelar algumas
informacdes sobre o mecanismo e sobre o comportamento dessa via frente aos processos
adaptativos da dor neuropatica e ajudar a explica-los. Por isso testamos alguns componentes
chave da via para entender um pouco do mecanismo e verificar se as alteracGes destes

componentes estdo relacionadas com os experimentos farmacologicos.

5.5.1 -Expressao de Akt em pata e mesencéfalo de ratos submetidos a constri¢cdo do nervo
ciatico.

A expressdo de Akt foi verificada pela técnica de western blot. Por ela, podemos
observar, na pata, que no primeiro dia p6s CNC houve um aumento na expressao de Akt total
e de sua ativagédo, havendo uma quantidade grande tanto da forma total quanto fosforilada. No
dia 6 observamos uma queda de Akt total em relacdo ao dia 1 pds constri¢do retornando aos
niveis do animal ndo neuropatico, enquanto os niveis da forma fosforilada se mantiveram
semelhantes aos do dia 1, o que aumentou bastante a relagdo Akt fost./Akttotal €m relacdo ao 1°
dia. Jano 12° dia de CNC os niveis de todas as formas de Akt testadas retornaram para os niveis
semelhantes aos animais Naive e a relacdo entre elas voltou para abaixo de 0 revelando maior
guantidade da forma ndo ativada em relacdo a forma ativada (Figura 26).

No mesencéfalo, a expressdo de Akt total aumenta no 1 dia ap6s a CNC e se mantém
em niveis semelhantes nos outros dias do experimento. No entanto, Akt fosforilada (ativada),
aumenta nos animais neuropaticos no 1° dia apds a constricéo e vai diminuindo gradativamente
no 6° dia e depois no 12° dia, o que faz também com que a relacdo Akt fosforilada por Akt total

tenha 0 mesmo comportamento observado em Akt ativada (Figura 27).
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Figura 26: Expressdo de Aktiwtal € Aktrost. em pata de ratos submetidos a constri¢cdo do nervo ciatico.

Os animais foram submetidos a CNC no dia 0 e grupos de 4 animais foram eutanasiados 1 dia, 6 dias e 12 dias ap0s esse
procedimento. Desses animais foram coletados a pata direita e essas processadas para a técnica de wester blot. Em A
esta representado a expressao de Akt total, em B Akt fosforilada (ativada) e em C a relagdo entre Akt fosforilada e Akt
total. Imagens representativas das bandas estéo sobre os graficos em A e B. As barras representam a média + E.P.M. da
expressao de Akt referente a 4 ratos por grupo. * indica diferenca significativa, P < 0,05 em relacdo ao grupo Naive. Foi
utilizado one-way anova.
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Figura 27: Expressdo de Aktwota € Aktrost. em mesencéfalo de ratos submetidos a constricdo do nervo
ciatico.

Os animais foram submetidos a CNC no dia 0 e grupos de 4 animais foram eutanasiados 1 dia, 6 dias e 12 dias ap6s esse
procedimento. Desses animais foram coletados 0 mesencéfalo e esse processado para a técnica de wester blot. Em A
esta representado a expressao de Akt total, em B Akt fosforilada (ativada) e em C a relacdo entre Akt fosforilada e Akt
total. Imagens representativas das bandas estdo sobre os graficos em A e B. As barras representam a média = E.P.M. da
expressao de Akt referente a 4 ratos por grupo. * indica diferenca significativa, P < 0,05, em relacdo ao grupo Naive. &
indica diferenca estatistica, P < 0,05, em relacdo ao grupo Neuropatico 1 dia. # indica diferenca significativa, P < 0,05,
em relacdo ao grupo Neuropatico 6 dias. Foi utilizado one-way anova.



5.5.2 -Expressao de iINOS em pata e mesencéfalo de ratos submetidos a constricdo do
nervo ciatico.

Quanto a expressdo de iNOS na pata, é possivel observar que ha um aumento durante a
fase de inducdo desde o primeiro dia apds a constricdo do nervo ciatico e uma manutengédo
deste nivel ao 6° dia, ja que ndo ha diferenca significativa entre esses dias de neuropatia. No
12° dia, ha uma reducao dos niveis de iINOS, chegando a valores néo significativos em relacédo

aos animais Naive (Figura 28).
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Figura 28: Expressdo de iNOS na pata de ratos submetidos a constrigdo do nervo ciatico.

Os animais foram submetidos a CNC no dia 0 e grupos de 4 animais foram eutanasiados 1 dia, 6 dias
e 12 dias ap0s esse procedimento. Desses animais foram coletados a pata direita e essas processadas
para a técnica de wester blot. Imagens representativas das bandas estdo sobre o gréafico. As barras
representam a média + E.P.M. da expressdo de iNOS referente a 4 ratos por grupo. * indica diferenca
significativa, P < 0,05, em relagdo ao grupo Naive. Foi utilizado one-way anova.



Em relacdo ao mesencéfalo, iNOS apresenta aumento da expressdo no 1° dia pés CNC e
depois, no 6° dia, ja apresenta uma queda nos niveis dessa sintase, retornando a valores basais,

que se mantém no 12° dia apos a constricao (Figura 29)
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Figura 29: Expressdo de iNOS em mesencéfalo de ratos submetidos a constrigdo do nervo ciético.
Os animais foram submetidos a CNC no dia 0 e grupos de 4 animais foram eutanasiados 1 dia, 6 dias e 12 dias
apos esse procedimento. Desses animais foram coletados o mesencéfalo e esses processados para a técnica de
wester blot. Imagens representativas das bandas estdo sobre o grafico. As barras representam a média + E.P.M.
da expressé@o de iNOS referente a 4 ratos por grupo. * indica diferenca significativa, P < 0,05, em relagdo ao
grupo Naive. Foi utilizado one-way anova.



5.5.3 -Expresséo de canais para potassio sensiveis ao ATP em pata e mesencéfalo de ratos
submetidos a constricdo do nervo ciatico.

Para verificar os niveis dos canais para potéssio sensiveis ao ATP foi utilizado o anticorpo
anti-Kir 6.2, que é a maior subunidade desses canais e os diferencia dos demais canais para
potassio.

Na pata podemos observar que no inicio, h& um aumento de Kir 6.2 nos animais
neuropéticos 1 dia, mas os niveis voltam para os valores semelhantes aos animais Naive nos
animais neuropaticos 6 dias e permanecem significativamente semelhantes nos animais

neuropaticos 12 dias (Figura 30).
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Figura 30: Expressao de Kir 6.2 em pata de ratos submetidos a constri¢do do nervo ciatico.

Os animais foram submetidos a CNC no dia 0 e grupos de 4 animais foram eutanasiados 1 dia, 6 dias e 12
dias apos esse procedimento. Desses animais foram coletados a pata direita e essas processadas para a
técnica de wester blot. Imagens representativas das bandas estdo sobre o grafico. As barras representam a
média + E.P.M. da expressao de Kir 6.2 referente a 4 ratos por grupo. * indica diferenca significativa, P <
0,05, em relagédo ao grupo Naive. Foi utilizado one-way anova.



No mesencéfalo observa-se que no dia 1 pos constricdo ndo ha variacgao significativa, isto
é, o0s niveis de Kir 6.2 sdo semelhantes com o Naive. Ja a partir do 6° dia apés CNC, ha um

aumento significativo nos niveis dessa subunidade que se mantém em niveis semelhantes no

12° dia (Figura 31).
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Figura 31: Expressdo de Kir 6.2 em mesencéfalo de ratos submetidos a constricdo do nervo
ciatico.

Os animais foram submetidos a CNC no dia 0 e grupos de 4 animais foram eutanasiados 1 dia, 6 dias e 12 dias
apos esse procedimento. Desses animais foram coletados 0 mesencéfalo e esses processados para a técnica de
wester blot. Imagens representativas das bandas estdo sobre o grafico. As barras representam a média + E.P.M.
da expressédo de Kir 6.2 referente a 4 ratos por grupo. * indica diferenca significativa, P < 0,05, em relagdo ao
grupo Naive e # indica diferenca significativa, P < 0,05, em rela¢do ao grupo Neuropético 1 dia. Foi utilizado
one-way anova.



5.6 Quantificar a concentracao de 6xido nitrico na pata e mesencéfalo pela dosagem de
nitrito em ratos submetidos a constri¢do do nervo ciatico.

A reacdo de Griess é uma forma indireta de dosar o NO em tecidos através da dosagem
de nitrito (NO2"). Utilizando essa metodologia foi possivel detectar niveis de NO2- em pata e
mesencéfalo de animais saudaveis (Naive) e apds a constricdo do nervo ciatico em trés
momentos diferentes 1, 6 e 12 dias apds CNC).

Ao dosar o nitrito foi possivel observar na pata que hd um aumento nos niveis desse ion
no 1° dia apds a constricdo do nervo em relacdo aos animais Naive e este nivel se mantém
significativamente semelhante no 6° dia. Nos animais neuropaticos 12 dias 0s niveis caem,

retornando a valores semelhantes aos animais Naive (Figura 32)
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Figura 32: Concentracdo de nitrito (NO2’) na pata de ratos submetidos a constrigdo do nervo ciatico.
Os niveis de nitrito foram mensurados através da reacdo de Griess. Os animais foram submetidos a constricdo do
nervo ciatico no dia 0. As amostras de superficie plantar foram coletadas 1, 6 e 12 dias ap6s a constri¢do e o teste
foi realizado imediatamente ap6s a coleta dos tecidos. Cada coluna representa a média + EPM para 8 ratos por

grupo. * indica diferenca significativa em que P < 0,05 em comparagdo com o grupo Naive. Foi utilizado one-way
anova.



O que se observa no mesencéfalo, é que ha um aumento muito grande nos niveis de nitrito
na fase de inducdo da neuropatia, no primeiro dia p6s CNC ja se observa esse aumento
consideravel e que continua aumentando no 6° dia. Ja no 12° dia p6s constri¢do, o nivel de
nitrito caiu novamente para niveis semelhantes aos animais ndo neuropaticos, representados

pelo Naive (Figura 33).
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Figura 33: Concentracdo de nitrito (NO2") em mesencéfalo de ratos submetidos a constri¢cdo do
nervo ciatico.

Os niveis de nitrito foram mensurados através da reacdo de Griess. Os animais foram submetidos a constri¢do do
nervo ciatico no dia 0. As amostras de mesencéfalo foram coletadas 1, 6 e 12 dias apds a constricdo e o teste foi
realizado imediatamente ap0s a coleta dos tecidos. Cada coluna representa a média + EPM para 8 ratos por grupo.
* indica diferenga significativa em que P < 0,05 em comparacdo com o grupo Naive e # indica diferenca
significativa, P < 0,05, em comparacdo com o grupo Neuropdtico 6 dias. Foi utilizado one-way anova.



5.7 Resumo dos resultados.

Tabela 2: Resumo do efeito da inibicdo dos componentes das vias.

Componente
inibido

Neuropatico dia 6

Neuropatico dia 12

PI3Ky

!

!

nNOS

!

1

iINOS

!

!

GCs

!

!

As seguintes formas indicam alteragdes no limiar nociceptivo. mms: Sem diferenca significativa;

t : aumentou significativamente; l : diminuiu significativamente. Todas as comparagfes sdo em

relacdo ao grupo NAIVE.

Tabela 3: Resumo do efeito do bloqueio dos canais para potéassio.

Canal Neuropético dia 6 Neuropaético dia 12
bloqueado
SK 1 —
BK [ t
KV 0 [
Katp

!

!

As seguintes formas indicam alteracdes no limiar nociceptivo. mmm: Sem diferenca significativa;

t : aumentou significativamente; l : diminuiu significativamente. Todas as comparagdes sdo em
relacéo ao grupo NAIVE. SK: canais para potassio de baixa conduténcia ativado por célcio; BK:
canal para potassio de alta condutancia ativado por célcio; KV: canal para potassio voltagem
dependente; Katr: canal para potassio sensivel ao ATP.




Tabela 4: Resumo dos resultados do western blot realizados na pata.

Corggﬂzme Neuropatico dia 1 Neuropatico dia 6 Neuropatico dia 12
Aktiotal ' I l I
Aktost. t t [ [ 1
iNOS t t — [E— 1

KaTp t ] I e

!

As seguintes formas indicam alterag@es na expressdo da proteina avaliada. sss: Sem diferenca significativa;

' : aumentou significativamente; ‘ : diminuiu significativamente. As formas azuis sdo comparagfes em
relagdo ao dia 0 (grupo NAIVE). As formas vermelhas sdo comparagBes em relagdo ao dia experimental
anterior. As formas com as duas cores indicam que o dia 0 (grupo NAIVE) e o dia experimental anterior
correspondem ao mesmo momento.

Tabela 5: Resumo dos resultados de western blot realizados no mesencéfalo.

Canal Neuropatico dia 1 Neuropatico dia 6 Neuropatico dia 12
bloqueado
Aktora 1 1T == 1T ==
Aktost. t t 1 t l
iNOS 1 o
Kate I t I

T 1

As seguintes formas indicam alteragdes na expresséo da proteina avaliada. mmm: Sem diferenca significativa;

' : aumentou significativamente;

: diminuiu significativamente. As formas azuis sdo comparacoes em

relacdo ao dia 0 (grupo NAIVE). As formas vermelhas sdo comparacdes em relacdo ao dia experimental
anterior. As formas com as duas cores indicam que o dia 0 e o dia experimental anterior correspondem ao
mesmo momento.




Tabela 6: Resumo dos resultados da dosagem de nitrito pela reacédo de Griess.

Tecido Neuropético dia 1

Neuropético dia 6

Neuropético dia 12

Pata t

1T ==

- ]

Mesencéfalo '

Tt 1

- ]

As seguintes formas indicam alteragdes na concentracdo de nitrito. ssm: Sem diferenca significativa; t > aumentou

significativamente; " : diminuiu significativamente. As formas azuis sdo comparagdes em relagdo ao dia 0 (grupo
NAIVE). As formas vermelhas sdo comparagdes em relacéo ao dia experimental anterior. As formas com as duas

cores indicam que o dia 0 e o dia experimental anterior correspondem ao mesmo momento.




Discussao




6. DISCUSSAO

Nas fibras aferentes primarias envolvidas na transmissdo do impulso nervoso na via
nervosa da dor com a auséncia de um estimulo nocivo ndo ha atividade espontanea
significativa (JULIUS; BASBAUM, 2001). No entanto, quando estas sdo lesionadas, a
atividade pode aumentar espontaneamente devido as mudancas adaptativas mal sucedidas
causadas pela tentativa do organismo em solucionar as alteragdes causadas pela agressao que
levou a lesdo nervosa inicial. Nas alteragfes do organismo, algumas tendem a piorar a
sensacdo dolorosa como é o caso dos impulsos ectdpicos gerados pelas estruturas alteradas
(COSTIGAN; SCHOLZ; WOOLF, 2009). Entretanto, a sensa¢do dolorosa poderia ser pior do
que se sente de fato.

O organismo possui diversos sistemas endogenos de controle da dor como os sistemas
opioidérgico, serotoninérgico e canabinoidérgico (MILLAN, 2002). Esses sistemas acionam
receptores acoplados a proteina Gi, que por sua vez é capaz de ativar a via PI3K/Akt/NOS e
causar analgesia na dor inflamatoria por atuar nos canais para potéassio (CUNHA et al., 2010).

Em se tratando de dor neuropatica existem diferentes técnicas para induzi-la como os
revistos por Kraychete et al em 2008. Bianch em 1996 ao discutir seus resultados relata que
diferentes manipula¢6es do nervo ciatico podem acarretar respostas diferentes. A escolha da
técnica publicada por Benette e Xie em 1988, foi tomada devido ao modelo mimetizar bem os
sinais da neuropatia, como atrofia muscular, maior sensibilidade ao frio, perda da
propriocepcdo, preservagcdo do membro afetado, postura e marcha anormal, alteragdes
morfoldgicas no local da lesdo e alodinia, como afirmado pelos criadores da técnica e por
outros pesquisadores conforme revisto por Campbell em 2006.

No entanto, uma adaptacao foi necessaria em relacdo a técnica proposta por Benette e
Xie. Ndo foi usado o fio do tipo gut cromado, como na técnica original. Devido este fio ser
absorvivel, provocaria um processo inflamatorio muito intenso e o fio desapareceria em
alguns dias. Além disso um estudo realizado por Maves et al., em 1993 indicaram que uma
resposta imunomediada ao cromo tinha papel importante no desenvolvimento da neuropatia
na técnica original. Assim entendemos que, a troca do fio cromado por um fio menos reativo
poderia representar melhor as condicGes fisiopatologicas de doencas que tem como etiologia
a simples compressédo do nervo.

A substituicdo do gut cromado pelo fio resinado ndo impediu o desenvolvimento da dor
neuropatica como pode ser visto no 1° resultado deste trabalho que é muito parecido com os

obtidos por Motta et al. (2011). A comparagdo com o grupo em que o fio ficou apenas em



contato com 0 nervo ciatico, sem as suturas, isto €, sem compressdo mostram que o fio ndo
foi capaz, por si sO, de causar neuropatia, indicando que todo sinal observado nos resultados
foi devido primariamente a compressao.

Observando a dinamica da curva que representa a inducdo da dor neuropatica realizada
nesse trabalho, a dividimos em quatro fases pds constricdo do nervo cidtico: sendo o dia 1
com o extremo da hipoalgesia, o dia 5 com o limiar apresentando valores basais, o dia 6 com
o primeiro dia de hiperalgesia detectado apds a cirurgia e o dia 12 representando a dor
neuropatica ja instalada com os valores de limiar nociceptivo mais baixos. O comportamento
da curva pode ser explicado pelo fato de o trauma mecéanico no nervo periférico resultar em
uma imediata interrupcdo da conducdo dos impulsos nervosos, seguida de degeneragéo
Walleriana, causando o quadro de hipoalgesia nos primeiros dias. A partir do momento em
que o neuroma vai se desenvolvendo, o limiar nociceptivo decresce gradativamente até se
instalar um quadro hiperalgésico (ZIMMERMANN, 2001). Segundo WELK et al., em 1990,
0 neuroma so estad completamente formado depois de uma semana apos a lesao nervosa.

Em varios trabalhos observa-se que a dor que ascende da periferia ao tdlamo ¢ modulada
em varios niveis, até mesmo ao nivel periférico, frequentemente no proprio local de
deflagragdo do impulso da dor. Tal modulagdo é, em parte, feita por neurotransmissores como
a noradrenalina e por substancias analgésicas como 0s opioides e os canabinoides
(GEBHART, 2004; MELZACK; WALL, 1965; MILLAN, 2002; STAMFORD, 1995;
VERA-PORTOCARRERO et al., 2006).

Vaérios trabalhos no nivel periférico mostram que apds a ativacao dos receptores opioides,
por exemplo pela morfina (CUNHA et al., 2010), e agonistas canabinoides (PACHECO et al.,
2009), ha ativacao intracelular da via nitrérgica PI3Ky/Akt/NOS e NOS/NO/GCs/GMPc/Katp
respectivamente.

Em adicdo, nosso grupo de pesquisa relatou a participagdéo da via L-
arginina/NO/GCs/GMPc e ativacdo de canais para potassio sensiveis ao ATP no mecanismo
antinociceptivo na modulacdo da dor inflamatoria pelos sistemas opioides (PACHECO;
DUARTE, 2005; RODRIGUES; DUARTE, 2000) e canabinoides (REIS et al., 2009;
ROMERO et al., 2012; ROMERO; DUARTE, 2012) e na dor neuropatica (MACHADO,
2016).

O presente estudo mostra uma caracteristica interessante da neuropatia que € o fato de suas
alteracdes ndo se limitarem a um local e promover alteragdes distantes do foco da leséo. Ao
realizarmos os testes, tanto no estudo farmacoldgico, quanto nos biomoleculares, verificamos

o limiar nociceptivo e dosamos niveis de enzimas e compostos distantes do nervo ciatico, que



seria 0 foco da inducdo da leséo neste trabalho. Inicialmente verificamos os efeitos locais da
supressao farmacoldgica de alguns componentes chaves das vias intracelulares na pata pélvica
direita e em uma segunda etapa dosamos alguns integrantes importantes dessas vias também na
pata direita para verificar alteracdes periféricas e no mesencéfalo para analisar mudancas na
porcdo central do sistema nervoso.

Dessa forma, inibimos o inicio da via, inibindo a PI3Ky, isso implicaria em uma
interrupcao total dela e seria um alvo farmacoldgico com possiveis implicacdes em outros
mecanismos além dos analgesicos. Nossos resultados mostram que houve reducédo do limiar
nociceptivo, 0 que representa uma nocicep¢do mais intensa e que provavelmente o animal
estaria sentindo mais dor quando a PI3Ky ndo exerce sua atividade, indicando que essa enzima
participa predominantemente do processo analgesico na modulacdo da dor tanto na indugéo
guanto na neuropatia ja estabelecida.

Estudos mostram que essa via estéa relacionada com a sensibilizagdo central (LIU; LV,
REN, 2018) e portanto faz parte da construcdo da dor e ndo do papel analgésico, 0 que a
principio parece um resultado contraditorio em relagdo ao encontrado nesse trabalho. No
entanto, Liu em 2018, suprimiu PI3K pela via intratecal, que € uma via central, o que levou a
uma atenuacdo da nocicepc¢do, evidenciando o papel hiperalgésico. Esse resultado associado
com 0S nossos, é bastante interessante devido a corroborar o papel dual da via PI3K/Akt. A
explicagdo para esse antagonismo é que Liu (2018) inibiu a via de forma central enquanto nosso
trabalho modulou a via de forma periférica.

API3K induz a atividade de Akt e o estimulo da ativacdo da via pode alterar as quantidades
de seus componentes. Perifericamente, a quantidade de Akt total aumenta no primeiro dia apds
a CNC, mas diminui ja no 6° para os niveis dos animais ndo neuropaticos e assim permanece
no 12° dia. E observado, que a Akt fosforilada acompanha o aumento no 1° dia, e que apesar
de termos uma relacdo Akt fosforilada/Akt total baixa isso ndo reflete em pouca atividade, esse
fato ocorre porque hd muito da total e da forma ativada. No entanto, os niveis da forma
fosforilada permanecem altos no 6° dia, 0 que evidencia uma taxa de ativacéo alta, ja que ha
mais fosforilada do que total. No 12° dia os niveis de Akt fosforilada acompanham o movimento
da Akt total e retornam para os niveis basais, 0 que deixa a relacdo entre as formas, baixa
novamente, mas agora diferente do 1° dia, os niveis de Akt total e da Akt fosforilada estéo
baixos.

Ja os niveis de Akt mensurados no mesencéfalo mostram um aumento de Akt total ja no 1°
dia e uma manutencdo dos niveis no 6° e no 12° dia p6s CNC. Ja a forma ativada aumenta no

1° dia e cai progressivamente durante o0 6° e 0 12° dia, mas ndo retornam aos niveis dos animais



ndo neuropéticos, o que pode estar relacionado com o que observou Liu (2018) em relacéo a
importancia da via PI3K/Akt na manutencdo do controle da sensibiliza¢do central e por isso se
mantem em niveis acima dos niveis encontrados em animais saudaveis.

A via PI3K/Akt tem um comprovado e importante papel na resposta imune e em processos
inflamatdrios (GUHA; MACKMAN, 2002; HAWKINS; STEPHENS, 2015; JIN et al., 2017;
VERGADI et al., 2017). O aumento de Akt inicialmente, no momento proximo de quando a
lesdo foi feita, pode ser devido a um processo inflamatorio, ja que a via PISBK/Akt/mTOR esta
envolvida na modulacdo desse processo (HAWKINS; STEPHENS, 2015; LI et al., 2018;
VARSHNEY; SAINI, 2018).

A dindmica dos niveis de Akt encontrada nesse estudo pode indicar uma mudanca do
organismo em relacao aos locais, periferia ou sistema nervoso central, onde estdo ocorrendo as
adaptacdes que tém maior influéncia sobre o processo de inducdo e manutencdo da dor
neuropética. Inicialmente esse processo poderia comecar como uma inflamacdo no local da
lesdo que geraria todo o processo como revisto por Costigan em 2009 e as mudancas
ascenderiam pelo sistema nervoso periférico e central. Uma evidéncia dessa ascensdo é a
presenca de neutrdfilos e linfécitos no DRG em animais neuropéticos (HU; MCLACHLAN,
2002; MORIN et al., 2007). Morin em 2007 observou através de citometria de fluxo em ratos
que passaram por contri¢dao no ciatico, que no 1° e 3° dia, apds a constricao do nervo ciatico, a
densidade de polimorfonucleares ndo modificava significativamente no DRG ipsilateral a leséo,
em relacdo ao DRG contralateral. Ele encontrou densidade elevada dessas células no 7° dia apds
a constricdo. Enquanto isso, nesse mesmo dia, 0 mesmo autor constatou que a porcentagem de
polimorfonucleares no sangue era a mesma que em animais ndo neuropaticos, o que indica que
0 processo inflamatdrio inicial reduziu ao ponto de ndo ser detectavel no sangue.

Por volta do 6° dia ap6s a CNC, pode ser um momento de transi¢cdo, como observamos ha
uma queda de Akt total, dessa forma é como se 0 organismo entendesse que ndo é necessario
mais uma grande quantidade, reduzindo a ativacao da via, até chegar aos niveis basais no 12°
dia. Esse fato pode indicar juntamente com a celularidade relatada por Morin (2007) que o
processo inflamatdrio além de diminuir pode estar perdendo importancia na dor neuropatica.

De qualquer forma, a via PI3K/Akt induz a formacgdo de NO (STOJANOVIC et al., 2006).
O NO na periferia tem participacdo na analgesia endogena conforme relatado por Alves (2013)
na dor inflamatoria, e segundo nossos resultados, isso ocorre também na dor neuropatica,
especificamente na periferia. Contudo, segundo Luo e Cizcova (2000), durante a neuropatia o

NO pode induzir o neurdnio pré-sindptico a aumentar a liberacdo de substancia P e outros



neuropeptideos excitatorios e assim contribuir para hiperalgesia e manter a sensibilizagdo
central.

Ao inibirmos a nNOS, ela apresentou um interessante papel dual. Durante a indugéo da
neuropatia, ela controlava a dor ja que ao ser inibida, o individuo apresentou hiperalgesia. No
entanto ao inibirmos a nNOS na neuropatia consolidada os limiares nociceptivos aumentaram,
0 que revela que nesta fase a enzima esta contribuindo com o processo patolégico e aumentando
a sensacdo dolorosa.

Segundo Alves et al. (2013), ha controle da dor pelo NO em processos inflamatdrios. No
entanto, a sensibilizacdo periférica, que é basicamente a atuacdo de mediadores inflamatdrios
de forma exacerbada sobre a via nociceptiva periférica, induz o processo de sensibilizacdo
central pela constante ativacdo da via. Com o0s processos maladaptativos, incluindo a
sensibilizacdo central, ha uma facilitacdo para que o NO provoque a liberacdo dos
neurotransmissores excitatorios, como foi observado por Luo; Cizcova (2000), e assim
aumentaria a transmissdo dos impulsos na via nociceptiva.

A O&xido nitrico sintase induzivel, tanto na inducdo quanto na neuropatia consolidada,
guando inibida reduz o limiar nociceptivo. Tal fato mostra que esta enzima esta relacionada
com a analgesia, diferente da nNOS na fase consolidada. Apesar de serem isoformas diferentes,
elas produzem o mesmo composto, o NO.

O NO pode causar analgesia ativando a GCs/GMPc/PKG/Kate (CUNHA et al., 2010;
DUARTE; LORENZETTI; FERREIRA, 1990) ou por uma acdo ndo candnica, ativando
diretamente Katp atraveés de uma S-nitrosagdo do canal (KAWANO et al., 2009). Por outro
lado, NO pode induzir nocicepgdo através do aumento da atividade de COX-2, através de uma
S-nitrosacdo de residuos de cisteina no dominio catalitico dessa enzima, intensificando os
processos de permeabilidade vascular e edema, e pela reacdo do NO com o ion superéxido para
formar peroxinitrito (ONOQO), uma potente molécula oxidante capaz de provocar peroxidagdo
lipidica e dano celular (SALVEMINI; ISCHIROPOULOS; CUZZOCREA, 2003).

A INOS esta bastante relacionada a inflamagdo que na fase de inducdo parece ter papel
primordial, conforme ja discutido, e ambas as enzimas tém papel analgésico (CLANCY;
AMIN; ABRAMSON, 1998). Salvemini (2003) observou, em um ensaio de co-localizacéo, que
na inflamacdo aguda iNOS esta presente no interior de macréfagos, 0 que sugere que essas
células residentes e os mondcitos infiltrantes sdo a origem do NO derivado dessa enzima e
fortalece ainda mais a relacdo dela com o processo inflamatorio.

Como foi observado na dosagem de iNOS em nosso estudo, na pata hd um aumento no

primeiro dia e esse nivel se mantém no sexto e cai no décimo segundo dia, enquanto no



mesencefalo, o nivel sobe no primeiro dia e ja cai para 0s niveis semelhantes aos animais
NAIVE no sexto dia.

Salvemini (2003) observou que a origem do NO derivado da iNOS sdo os macréfagos
residentes no tecido e os mondcitos circulantes. Hu (2002) e Morin (2007) observaram a
possibilidade de migracdo de células de defesa durante a inducéo da neuropatia. Dessa forma,
0s monacitos circulantes, poderiam migrar para pata e mesencéfalos ocasionando o aumento
dessa enzima nessas regides nos momentos proximos da lesdo do nervo, quando o processo
inflamatdrio € intenso e ha aumento de células de defesa no organismo (MORIN et al., 2007;
SALVEMINI; ISCHIROPOULOS; CUZZOCREA, 2003). Além disso, células da glia também
podem produzir NO e essa producgdo primariamente é através de iNOS (ROCHA et al., 2020).

O aumento de iNOS no primeiro dia em ambos o0s tecidos testados e o nivel mantido no 6°
dia na pata pode ter relacdo com o que Hu (2002) e Morin (2007) observaram através de
imunoensaios em que eles mostraram a migracdo de células de defesa, como
mondcitos/macréfagos, linfocitos e neutrdfilos, para 0 DRG. Em seus experimentos, houve
aumento dessas células nos sete dias pds constricdo do nervo ciatico, fase de inducdo da
neuropatia. Esse momento coincide em nossos resultados com os periodos de maior quantidade
de NO. Além disso, Hu (2002) observou queda .na concentracdo de macréfagos e linfocitos em
animais com 28 dias pés constricdo, periodo em que a dor neuropatica ja esta consolidada.

Em nossos resultados, quando a neuropatia ja esta consolidada, a iNOS e 0 NO estdo em
niveis menores do que na fase de inducdo da neuropatia. Ja na fase de neuropatia consolidada,
hd uma reducdo consideravel de iINOS na pata e no mesencéfalo, o que explica a reducao
importante de NO em ambos os tecidos. A queda de iNOS pode indicar que nesse momento a
inflamacdo regride e 0 que predomina sdo as alteracdes maladaptativas. Assim a nNOS, que €
constitutiva e ndo depende do processo inflamatério, se manteria ativa e produzindo NO, mas
em pequenas quantidades e este estaria promovendo a liberacdo de peptideos excitatorios
(CLANCY; AMIN; ABRAMSON, 1998; COSTIGAN; SCHOLZ; WOOLF, 2009; LUO;
CIZKOVA, 2000) e atuando também nos mecanismos nociceptivos ja citados (LEVY;
ZOCHODNE, 2004; SALVEMINI; ISCHIROPOULQOS; CUZZOCREA, 2003).

Esse momento da neuropatia ja consolidada, € uma fase que apesar do aumento de Katp no
mesencéfalo, houve reducdo desse canal na pata, onde foi realizado a inibi¢éo das isoformas de
NOS. Por isso, hd uma reducdo do poder analgesico permitindo a predominancia dos
mecanismos hiperalgésicos como a reacdo do NO com o ion superdxido, o que explica a a¢éo

hiperalgesica de nNOS.



Contudo, iINOS se mantem com acdo analgésica na dor neuropatica consolidada. Como
discutido anteriormente, iINOS € expressa em macrofagos residentes e mondcitos circulantes
(SALVEMINI; ISCHIROPOULOQOS; CUZZOCREA, 2003). Isso implica que a producdo do NO
derivado da iNOS seria fora do neurdnio e sua acdo perante 0 processo nociceptivo poderia ser
indireta ou dependeria de uma passagem da célula produtora para o neurénio.

Entdo, a diferenca entre a acdo hiperalgésica ou analgésica do NO, poderia ser explicada
pela variacdo do local de producédo, levando a uma possivel variacdo da concentracdo e o
alcance de alvos farmacologicos diferentes no neurénio. Dessa forma, 0 NO produzido pela
nNOS estaria sendo produzido dentro do neurdnio, entrando em contato com alvos presentes
no citosol como os ions superoxidos, que tem papel hiperalgésico. Enquanto o derivado da
INOS seria produzido por outra célula, como o macrofago (SALVEMINI; ISCHIROPOULOQS;
CUZZOCREA, 2003), e teria que passar da célula produtora para o neurdnio, ultrapassando a
membrana plasmatica onde se localiza por exemplo o Kate, que pode ser um alvo do NO via s-
nitrosilacdo (KAWANO et al., 2009), e tem um papel analgésico na dor neuropatica como
observamos em nossos resultados.

Para verificar uma possivel alteracdo da concentracdo de NO, realizamos o ensaio de
Griess, baseado na dosagem de um dos produtos da degradacéo desse composto. Apesar de in
vivo esse composto resultar em dois produtos principais, os ions nitrito (NO2") e nitrato (NOz~
) (GLADWIN et al., 2005; LUNDBERG et al., 2009), em sistemas aquosos puros, a
degradacédo de NO gera primariamente NO2  (IGNARRO et al., 1993). Dessa forma, a medida
dos niveis de nitrito € uma boa medida indireta dos niveis de NO.

O que observamos na dosagem de nitrito na pata foi inicialmente um aumento que
corresponde com o aumento de iNOS que foi observado pela técnica de western blot, mas
diferente de iINOS que reduziu no dia 6, a concentracdo de nitrito se manteve semelhante nesse
dia, s6 reduzindo no dia 12 pds CNC. Aparentemente, a iINOS em niveis basais e as demais
NOS foram suficientes para manter os niveis no 6° dia.

No mesencéfalo, ha uma dinamica crescente, em que os resultados mostram que ha
aumento da concentragdo de nitrito tanto no 1° dia quanto no 6° dia, mas no 12° dia pos
constricdo a concentracdo volta a niveis semelhantes ao dos animais ndo neuropéticos. Esse
movimento nas concentracdes, coincidem com iNOS dosada no mesencefalo no 1° dia. No 6°
dia enquanto iINOS volta para valores basais, 0 nitrito continua alto, e no 12° dia o nitrito volta
para valores basais.

N&o somente as concentragcbes de nitrito, mas todos os componentes dosados

apresentaram queda de seus niveis no 12° dia p6s CNC, isso mostra uma correlacéo entre os



mesmos e fortalece o indicio de fazerem parte de uma mesma via. Teoricamente, quando mais
se precisava de analgesia, a via analgésica diminuiu sua a¢do sobre o individuo, demonstrando
claramente as adaptacdes induzidas pela dor neuropatica. Em alguns estudos, foram observados
a reducao da expressdo de receptores acoplados a proteina Gi como 0s receptores d-opioide em
animais neuropéticos além disso foi observado que em animais submetidos a constricdo do
nervo ciatico ha liberacdo continua de opioides derivados da prodinorfina e a acdo constante
sobre os receptores levariam a inativacao destes (HERVERA et al., 2010; STONE et al., 2004;
XU et al., 2004). Assim, se 0s receptores nao estiverem presentes ou estiverem inativados, a
via PIBK/Akt/NOS/NO/GCs/GMPc néo seria deflagrada e essa situacdo pode ser uma das
explicagOes pela reducdo geral dos componentes dessa via, incluindo o NO.

Segundo Cury (2011) altas concentracdes de NO estdo mais relacionadas com 0s processos
hiperalgésicos. A principio, em nossos animais, a medida que o NO aumenta, o limiar abaixa
durante a dindmica de inducdo da dor neuropatica. No entanto, observamos que na dor
neuropatica j& consolidada o NO estd em seus niveis mais baixos e a dor é a mais intensa. 1sso
pode estar relacionado, ndo a concentracdo, mas sim aos processos disponiveis tanto
hiperalgésicos quanto analgésicos.

Um outro mecanismo que pode envolver a nNOS com o desenvolvimento da dor
neuropética é a relacdo com os processos de degeneracdo neuronal pés lesdo nervosa. Kim
(2011) observou que em ratos com ligadura do nervo espinhal L5, houve aumento da
imunorreatividade da nNOS no nervo ciatico ipsilateral, principalmente nas células de
Schwann.

Durante a degeneragdo Walleriana apds lesdo nervosa, as células de Schwann que
envolvem os axénios em degeneracdo sofrem alteracOes reativas, comegam a fagocitar restos
de mielina e sintetizar varias moléculas bioldgicas (MATSUOKA; MEYER; THOENEN, 1991;
MURWANI; HODGKINSON; ARMATI, 1996; SHAMASH; REICHERT; ROTSHENKER,
2002).

A ativacdo da nNOS durante a degeneracdo Walleriana pode resultar da acdo de
quimiocinas sobre as células de Schwann, levando & modulacdo da expressdo de nNOS por
meio de uma via de transcricdo, como a de c-Jun N-terminal quinase ou p38 quinase, ou
aumento da sintese de moléculas bioldgicas nessas células apds lesdo nervosa (OH et al., 2001;
SCHOLZ; WOOLF, 2007). A degeneragdo Walleriana € um processo autodestrutivo
frequentemente relacionado com a dor neuropatica (SHAMASH; REICHERT;
ROTSHENKER, 2002) em que o NO derivado da nNOS esta contribuindo com o0 mecanismo
da neuropatia (KIM et al., 2011).



Apesar de todo o envolvimento de nNOS com o processo de desenvolvimento e
manutencdo da dor neuropética, € importante ressaltar que inicialmente ha um dano no nervo
que gera inflamagdo (TRACEY; WALKER, 1995). Cunha (2010) mostrou a importancia da
nNNOS produzindo NO e ativando GCs/GMPc/PKG/Katp para gerar analgesia. Assim,
hipotetizamos que essa via e outros tipos de canais para potdssio, que ndo necessariamente
estariam envolvidos com essa via, também poderiam ser importantes na modulagdo da dor
neuropatica.

A inibicdo da guanilato ciclase soluvel (GC), mostra que tanto na fase de indu¢do como na
neuropatia ja consolidada ha reducdo do limiar nociceptivo e, portanto, a ativacdo da GC esta
relacionada com a analgesia. Tal fato provavelmente estd associado com o mecanismo
analgesico periférico mostrado por Ferreira (1991), em que a liberacdo de NO ativa a forma
soltvel dessa enzima, que foi designada como receptor fisiologico de NO (FURUYAMA;
INAGAKI; TAKAGI, 1993).

Nossos resultados mostram que durante a inducédo, o funcionamento da via NO/GC/GMPc
parece funcionar como na dor inflamatéria, assim como mostrado por Ferreira (1991) e Cunha
(2010). No entanto, Cunha (2010) relata que nNOS é a responsavel pela producéo de NO que
ativa a GC e causa analgesia. J&, nossos resultados mostram que nNOS tem papel hiperalgésico
na dor neuropatica ja consolidada. Esse fato pode estar relacionado com a reducéo dos Katp na
pata, onde foi feita a inibicdo da GC, que fazem parte e tém papel primordial na atividade
analgésica. Alem disso, como ja foi relatado, a nNOS tem papel importante em outros
mecanismos que contribuem para manutencdo da dor neuropética e que acabam sobressaindo
sobre o processo analgésico que esta reduzido pela diminui¢do de Katp.

Rodrigues e Duarte (2000) mostraram que a atividade analgésica da via
NOS/NO/GC/GMPc estaria associada aos canais para potassio. Além disso, estudaram 0s
efeitos analgésicos da morfina na estimulacao da dor pela injegdo subcutanea de carragenina, 0
que seria um tratamento exogeno para a dor inflamatdria. Enquanto, o presente trabalho, revela
que mesmo sem a aplicacdo de uma substancia exdgena, o sistema enddgeno ja estd em
atividade diante de uma leséo, e pronto para ser estimulado para o tratamento da dor neuropatica
gue tem se mostrado bem mais complexa de ser tratada do que os outros tipos de dor.

Existem muitos trabalhos mostrando a participacao dos canais para potassio na modulacéo
da dor de forma geral. A literatura mostra, que os canais dependentes de voltagem e os sensiveis
ao ATP tem papel importante no processo analgésico (ALMEIDA et al., 2017; DE
CARVALHO VELOSO et al., 2015; GALDINO et al., 2015; HAYASHI et al., 2016;
HIPOLITO et al., 2015; LI et al., 2019; ROMERO; DUARTE, 2013, 2012).



A dor neuropética pela CNC, parece ser um pouco diferente de acordo com nossos
resultados, em que os canais voltagem dependentes (KV) ndo se mostram efetivos no controle
desse tipo de dor. A modulacéao destes pode ser feita por mTOR, conforme observado por Obara
et al. (2011) e ndo estaria relacionado com a via PI3K/Akt/NOS/NO/GC/GMPc.

Em condices fisioldgicas, a corrente ibnica gerada pelos canais para potassio voltagem
dependentes (KV) dificultam a geracdo do potencial de acdo e a despolarizacdo da membrana
celular, tal acdo geralmente inibe a excitabilidade de neurbnios sensitivos e promoveria
analgesia (TSANTOULAS, 2015). Contudo, nossos resultados mostram que KV nao teve acédo
em nenhum dos dias testados, o que indica que esse canal ndo participou da modulagdo. A néo
participacdo no 6° dia pode estar relacionada com o fato proposto por Linley et al., (2008), em
qgue, a acdao de mediadores inflamatérios em condicBes persistentes, poderiam inibir a
condutancia de KV. Ja no 12° dia a falta de acdo pode estar relacionada com o que foi observado
por Ishikawa et al., (1999), que através de ensaios de imunorreatividade, relataram que ha
reducdo na expressdo de KV em neur6nios provenientes do DRG de animais axotomizados.
Nossos resultados chamam a atencdo para que a inatividade de KV pode ser mais um
mecanismo importante na manutencao da dor neuropatica.

Enguanto, os canais para potassio voltagem dependentes ndo tem variacao significativa do
limiar quando bloqueados, o canal para potéssio de baixa condutancia ativado por calcio (SK)
revelou uma reducédo do limiar quando bloqueados no sexto dia, sendo entdo, importante para
o controle analgésico, no desenvolvimento da neuropatia. Ja foi observado, in vitro, que ao se
(BAHIA et al., 2005) e que ao se bloquear esses canais hd aumento da resposta neuronal
(PAGADALA et al., 2013). Desta forma, SK estaria regulando a excitabilidade neural e assim
seria responsavel pela resposta analgésica encontrada.

No décimo segundo dia os resultados mostram o fim da analgesia por SK, ja que ndo houve
variagéo significativa do limiar, revelando que possivelmente ndo exerce controle sobre a dor
crbnica e poderia estar relacionada apenas com a dor inflamatoria. Esses canais séo ativados
por um aumento no nivel de calcio intracelular, como ocorre durante um potencial de a¢do. Sua
ativacdo causa hiperpolarizagdo da membrana, o que inibe o disparo das células e limita a
frequéncia de disparo dos potenciais de acdo repetitivos. O aumento do célcio intracelular
evocado pelo disparo do potencial de acdo decai lentamente, permitindo que a ativagdo de SK
gere uma hiperpolarizacéo de longa duragdo denominada pos-hiperpolarizacéo lenta (BOND;
MAYLIE; ADELMAN, 1999).



Essa hiperpolarizacdo lenta € uma acdo protetiva contra disparos de potenciais de acéo
repetitivos, como os que podem ocorrer durante as neuropatias (BOETTGER et al., 2002;
BOND; MAYLIE; ADELMAN, 1999). No entanto, Boettger et al., (2002) observou uma
reducdo do transporte axonal e da expressdo de SK em corpos de neurdnios apds uma lesao
neuronal cronica, o que pode explicar a perda da modulagdo exercida por esse canal durante a
dor neuropatica consolidada.

Ja o bloqueio dos canais para potassio de alta condutancia ativados por calcio (BK) néo
tem alteracdo significativa no sexto dia, mas o blogueio deste canal no dia 12 pos cirdrgico,
revelou aumento do limiar indicando participacdo em processos hiperalgésicos. Em situacdo
fisiologica, BK esta envolvido com o controle da geracdo do potencial de acdo e nao estaria
envolvido com processos hiperalgésicos (HIRONO et al., 2015). No entanto, existe uma
caracteristica proeminente de neurbnios sensoriais, incluindo os nociceptivos, que é chamada
de “burst firing” (BF), que se trata de uma descarga intermitente de sequéncias de potenciais
de acdo rapidos, que pode influenciar as sensa¢Ges normais e contribuir para parestesia e dor
apos uma lesao nervosa (AMIR; MICHAELIS; DEVOR, 2002; KRAHE; GABBIANI, 2004).
Jin et al., (2000) mostrou através da técnica de “cell-attached patch” em culturas de neurénios,
que ao bloquear BK com Iberiotoxina, ha inibicdo do BF, o que indica a importancia desse
canal para a geracao dessa atividade de disparo neuronal que esta relacionado inclusive com a
geracdo de impulsos ectdpicos (AMIR; MICHAELIS; DEVOR, 2002; GARCIA-LARREA,;
PEYRON, 2013). E importante ressaltar que, a ativacio dos canais para K* sensiveis ao célcio
de alta ou baixa conduténcia, possivelmente, ndo esta relacionado com a via nitrérgica e sim
com o0 aumento do influxo de célcio em todo processo neuropatico (JAGODIC et al., 2008;
WEN et al., 2010; YUE et al., 2013).

Cunha et al. (2010), utilizando aplicacdo de morfina para ativar a via nitrérgica e Alves et
al. (2013), promovendo a ativacdo da via de forma endogena, observaram que 0s canais para
potassio sensiveis ao ATP tém papel importante na modulacao da dor inflamatoria. No presente
trabalho, que avalia dor neuropatica, o blogueio dos canais para potassio sensiveis ao ATP causa
reducdo no limiar indicando importancia analgésica durante a indugdo da neuropatia e dela ja
consolidada. O mecanismo provavelmente seria 0 mesmo que Cunha em 2010 mostrou no seu
trabalho em que a via NOS/NO/GC/GMPc induziria a abertura dos canais para potassio
sensiveis ao ATP e por consequéncia haveria influxo de ions K* o que hiperpolariza o neur6nio
e dificulta a formacéo do potencial de agéo.

Semelhante ao observado por Cunha et al. (2010) e por Alves et al. (2013) na dor

inflamatdria, os nossos resultados indicam que também na modulagéo da dor neuropatica os



canais para potassio tém papel importante na analgesia. Além disso nossos resultados
acrescentam que, dependendo do tipo de canal e da fase em que 0 processo neuropatico se
encontra, esses podem estar relacionados com processos hiperalgésicos, sendo que 0 Katp
seria 0 Unico canal para potassio que demonstra participacdo analgésica nas duas fases da
neuropatia.

Com os resultados deste trabalho podemos concluir que a via
PI3K/Akt/NOS//NO/GCs/GMPc/Kate possui um papel dual na modulacéo da dor neuropética
em nossas condigcdes. Aparentemente, a inflamacéo relacionada a lesdo neuronal tem papel
fundamental na indugdo da dor neuropatica, mas com o desenvolvimento adaptativo diminui e
perde importancia durante o processo, principalmente na regido periférica.

Coincidentemente, com exce¢do do Karp no mesencefalo, hd reducdo de todos os
componentes da via estudada especialmente quando a dor neuropatica ja estd consolidada.
Nossa analise, permitiu mostrar que a alodinia presente na pata de animais neuropaticos sofre
efeitos de modulagdes periféricas enddgenas, mesmo ndo sendo o foco da leséo e estando longe
do sistema nervoso central. Portanto, as alteracBes devidas as adaptacdes sofridas durante o
processo neuropatico afetam tanto a porgao central quanto a periférica, e essas mudancas podem
ser diferentes como ocorreu com 0 Kartp que diminuiu na periferia e aumentou no SNC,
evidenciando um processo sistémico diverso e complexo, que pode envolver todo o organismo
(Figura 34 - 36).

Concluimos também, que o NO esta envolvido na modulacdo da dor neuropatica tanto nos
processos de inducdo e manutencdo da dor quanto nos mecanismos analgésicos. No sexto dia,
ha um aumento da ativacdo da via e consequentemente maior producdo de NO. Mesmo com a
queda nos niveis de concentragdo dos canais para potassio sensiveis ao ATP (Katp) na periferia
(pata), os mecanismos que sobressairam na via PI3K/Akt/NOS//NO/GCs/GMPc/Katp foram os
analgeésicos (Figura 35).

No décimo segundo dia, ha uma reducdo da ativacdo da via e menor producao de NO, que
somado a manutencéo nos baixos niveis de concentragdo dos Karp na periferia (pata), ha uma
diferenciacdo de acdo no NO produzido pelas isoformas nNOS e INOS. Sendo assim, o NO
produzido por nNOS tem predominancia pelos mecanismos que resultam em dor, enquanto o0s
produzidos por iNOS, tem predominancia dos mecanismos analgésicos. Isso pode ocorrer
devido as diferencas de locais de producéo, de acdo e concentragdo no neurbnio que cada

isoforma pode proporcionar no interior do neurénio (Figura 36).



E por fim, € possivel que os niveis altos de canais para potéssio sensiveis ao ATP no sistema
nervoso central durante a dor neuropética ja consolidada evidencie uma possibilidade de

tratamento de forma direta, sem passar pelas dualidades da via estudada.
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Figura 34: Representacdo esquematica dos supostos mecanismos envolvidos na via
PI3K/Akt/NOS/NO/GC/GMPc/Kate um dia ap6s constrigdo do nervo ciatico.

No primeiro dia, ha aumento na concentracdo de Akt, iINOS, Katp € de NO na pata, enquanto no mesencéfalo
S0 ndo hd aumento de Katp que se mantém nos niveis de animais saudaveis (grupo NAIVE). Neste momento
a neuropatia estd em um pico de hipoalgesia.
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Figura 35: Representacdo esquematica dos supostos mecanismos envolvidos na via
PI3K/Akt/NOS/NO/GC/GMPc/Kate seis dias apds constri¢do do nervo ciatico.

No sexto dia, ha um aumento da ativacdo da via e consequentemente maior produgdo de NO. Mesmo com a
queda nos niveis de concentracdo dos canais para potassio sensiveis ao ATP (Katp) na periferia (pata), os
mecanismos que sobressairam na via nitrérgica foram os analgésicos. Também esta representado na figura o
canal para potéssio ativado por célcio de baixa conduténcia (SK), que neste momento se mostrou modular a
dor neuropaética de forma analgésica.
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Figura 36: Representacdo esquematica dos supostos mecanismos envolvidos na via
PI3K/Akt/NOS/NO/GC/GMPc/Kate doze dias apos constri¢do do nervo ciatico.

No décimo segundo dia, hd uma reducéo da ativacdo da via e menor producdo de NO. Com a manutengdo nos
baixos niveis de concentracdo dos canais para potassio sensiveis ao ATP (Karp) na periferia (pata), ha uma
diferenciacdo de a¢do no NO produzido pelas isoformas nNOS e INOS. Nossos resultados mostram que o NO
produzido por NNOS tem predominancia pelos mecanismos que resultam em dor, enquanto os produzidos por
iNOS, tem predominancia dos mecanismos analgésicos. 1sso pode ocorrer devido a diferencas de locais de
producdo, locais de acdo e concentracdo no neurénio. Também estd representado na figura o canal para
potassio ativado por calcio de alta condutancia (BK), que neste momento se mostrou modular a dor
neuropética de forma hiperalgésica.
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