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Conteudo

A dor é uma sensagdo desagraddvel que tem a fungdo primdria de protegdo do
organismo; em contrapartida, na cronicidade ndo auxilia evidentemente a

sobrevivéncia.

Esta edicdo eletronica é uma introducdo ao estudo da dor, a qual apresenta uma
investigacao experimental do sistema sensorial especializado, os nociceptores.

Parte | - Nociceptores

O autor revisa o sistema nervoso periférico sensorial especializado que fornece
informag¢bes ao sistema nervoso central sobre a lesGo tecidual ocasionada por
estimulos nocivos, os nociceptores aferentes primdrios e as sensacbes dolorosas.
Descreve as classes dos nociceptores. Analisa a fun¢do dos nociceptores e o0 mecanismo
de funcionamento do nociceptor. A ocorréncia de hiperalgesia e a sensibilizagdo dos
nociceptores.

Parte II - Transduc¢do Sensorial

Nesta parte, uma explanagdo sobre os mecanismos moleculares de sinalizacdo pelo
estimulo nocivo é apresentada. As alteragcdes da permeabilidade ibnica na membrana
plasmadtica, o potencial de repouso e o gradiente de concentracdo. A relagdo entre a
estrutura e a funcdo dos canais de ions. Os tipos de estimulos sensoriais que ocorrem
durante a lesdo tecidual.




Parte III - Receptores de Potencial Transitorio (TRP)

Uma andlise das propriedades dos canais de cdtions TRP. A descoberta de TRP em
fotorreceptores de Drosophila melanogaster. A classificagdo dos TRP nos mamiferos e
as sensag¢des decorrentes das moléculas irritantes ou nocivas sobre o sabor e
quimioestesia, como a capsaicina. Os canais TRP envolvidos na transdugdo de sinal no
nociceptor: TRPV1, TRPV2, TRPV3, TRPV4, TRPA1 e TRPMS.

Parte IV - Mediadores Quimicos

O autor examina os mediadores quimicos considerados importantes no nociceptor: a
serotonina (5-HT), a bradicinina (BK), o trifosfato de adenosina (ATP), as proteases e a
inflamagdo neurogénica, o baixo potencial hidrogenibnico (pH), o dcido lisofosfatidico
(LPA) e o fator de crescimento neural (NGF). Simultaneamente, evidencia os receptores
e os canais de ions possivelmente envolvidos na execugdo das a¢des dos mediadores
quimicos.

Parte V - Canais de fons Controlados por Voltagem (VGICs)

Uma verificagdo do papel das correntes de membrana na gerag¢do e na propaga¢do dos
potenciais de a¢do, do mesmo modo que a liberagdo de neurotransmissores das
terminagbes pré-sindpticas. As respostas e as sensagdes de dor nos canais de sodio
controlados por voltagem de subunidade alfa (Nay), como: Nay1.8, Na,1.9, Na,1.7,
Nay1.3, Nayl.1 e Nay1.6. Os canais de potdssio controlados por voltagem (Ky) no efeito
da morfina e os canais de cdlcio controlados por voltagem (Cay). A regulacdo da
frequéncia de disparo nos canais de cdtions controlados por nucleotideo ciclico ativado
por hiperpolarizagdo (HCN).

Parte VI - Dor Cronica

Uma descri¢do dos mecanismos bdsicos da neuralgia. Os modelos de lesées neuronais
experimentais e dois exemplos de sindromes de dor crénica: a sindrome de dor regional
complexa e a neuralgia do trigémeo. Alguns exemplos da diversidade de tratamento:
gabapentina e pregabalina, artemin e canabinoide. O padrdo de disparo resultante da
corrente em marcapasso. A atividade espontdnea e a toxina botulinica tipo A. Dor
espontdnea, hiperalgesia e alodinia associada a desmielinizagdo.
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A dor é uma sensacao desagradavel, constituindo um dos componentes essenciais do sistema
de defesa do organismo. Fornece um rdpido aviso ao sistema nervoso para iniciar uma
resposta motora e minimizar o prejuizo fisico. A falta da capacidade de experimentar a dor —
como na rara condicdo de insensibilidade congénita a dor com anidrose® — pode causar varios
problemas sérios para a saude, tais como: automutilacdes, autoamputacdes e perda da visao.

Até o século XX, houve um debate acalorado e vigoroso sobre a natureza da dor. Um lado
defendia que o estimulo sensorial que normalmente ativa os 6rgados do sentido, tal como o
tato, iria iniciar a dor através dos mesmos drgdos, se o estimulo fosse suficientemente forte.
Outro lado defendia que existia uma classe especializada de 6rgaos do sentido especificos para
a dor.

No final do século passado, o debate foi definido e demonstrado conclusivamente que existem
drgdos sensoriais especializados, que detectam a dor.

A palavra “dor”, na lingua portuguesa , vem do latim: dolore, que significa sofrimento; e “pain”
na lingua inglesa, do grego: poiné, pena.

Os fisiologistas distinguem os termos, dor e nocicepg¢do, onde a nocicepg¢do se refere aos sinais
que chegam ao sistema nervoso central resultante da ativacdo dos receptores sensoriais
especializados, denominados nociceptores, que fornecem informacgées sobre a lesdo tecidual
ocasionada por estimulos nocivos, dai a origem da nomenclatura. Consequentemente, a dor é
uma experiéncia emocional desagraddvel, que geralmente acompanha a nocicepg¢do.

O foco dessa edicdo eletronica sdo os nociceptores, os receptores sensoriais especializados que
fornecem informagdes sobre a lesdo tecidual ocasionada por estimulos nocivos.

" Nota do tradutor



Historicamente, para aprender alguma coisa sobre o estimulo que ativa um grande nimero de
nociceptores, entre as fibras nervosas selecionadas aleatoriamente, foram tipicamente
estudadas as que inervam a pele. Os grandes nervos periféricos, em animais, sdo na realidade
uma combinacdo de feixes, composto por milhares de fibras nervosas individuais, delimitadas
por uma bainha de tecido conectivo frouxo. A velocidade de condugdo com que as fibras
nervosas individuais, no feixe, transmitem os potenciais de acdo para e do sistema nervoso,
podem variar mais do que 100 vezes, tornando interessante saber a velocidade de conducao,
nas fibras, que transportam o sinal dos nociceptores ao cérebro.

A atividade elétrica em uma fibra individual, no feixe nervoso, pode ser isolada e verificada,
usando uma variedade de métodos, um dos quais é mostrado na Figura 1.1. Nesse exemplo
citado, um eletrodo intracelular foi introduzido no corpo celular de um neurbnio sensorial,
localizado no gdnglio da raiz dorsal (GRD) e dessa maneira registrar sua atividade elétrica. O
GRD é composto por varios corpos celulares de neurbnios sensoriais e estd localizado
lateralmente a medula espinhal da coluna vertebral. Estes neurdnios sensoriais tém axonios
gue se projetam aos tecidos periféricos, como a pele e sdo responsaveis pelas sensacdes em
nosso corpo. O ganglio trigeminal é andlogo ao GRD da medula espinhal e responsavel pelas
sensacdes na face. A velocidade de conducdo, no neurdnio estimulado, foi medida usando um
pulso de voltagem breve, aplicado ao eletrodo estimulante extracelular, para evocar o
potencial de acdo na fibra do feixe nervoso. Sabendo-se a distancia entre o eletrodo
estimulante e o local do eletrodo de registro e o tempo que leva o potencial de agdo para
alcangar o local do eletrodo de registro, apds aplicagao do pulso de voltagem, a velocidade de
condugdo pode ser calculada facilmente.

Muitos neurdnios aferentes — sensoriais — isolados como mostrado na Figura 1.1 respondem a
estimulagdo mecanica ou térmica de baixa intensidade, ou seja, o estimulo que em individuos
evoca uma sensagao ndo dolorosa ou indcua. Além disso, estas fibras apresentam toda uma
faixa de velocidades de condugdo através do nervo. Alguns dos neurénios registrados desta
forma sdo diferenciados por limiar relativamente elevado de ativacdo e, por exemplo, sé
podem ser ativados por estimulos intensos — mecanico, térmico ou irritante quimico — que sdo
potencialmente lesivos aos tecidos. Estes neurdnios de limiar alto sdo considerados os
nociceptores aferentes primdrios.
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Fig. 1.1 — Calor intenso do fogo ativa os terminais dos nociceptores.

Os potenciais de agdo sdao propagados ao longo dos axdnios dos nociceptores a medula espinhal e um
eletrodo intracelular, introduzido no corpo celular que se encontra no ganglio da raiz dorsal, monitora a
atividade de um dos nociceptores. E mostrado que o terminal central de uma fibra de coloragdo positiva
para uma lectina de planta, a isolectina B4 (IB,"), termina na ldmina Il, e que uma fibra (IB;) termina na
lamina I. Os eletrodos estimulantes extracelulares estdo conectados a um estimulador de pulso “ndo
mostrado” e sdo usados para iniciar os potenciais de a¢do em fibra nervosa.

Nociceptores Aferentes Primarios

Todos nds, provavelmente, ja experimentamos que a dor pode ser provocada por estimulo
térmico, mecanico ou quimico, que ocasiona ferimento tecidual. Vérias possibilidades podem
explicar como estes diferentes estimulos resultariam na sensacdo de dor.

Uma possibilidade é que os nociceptores individuais sdo sensiveis a todos esses estimulos
diferentes. A outra é que existem varios tipos de nociceptores e cada um é sensivel a um
estimulo especifico. Como veremos a seguir, revela-se que ambas as possibilidades sdo
encontradas na natureza: alguns nociceptores sao sensiveis a um estimulo especifico enquanto
outros sdo sensiveis a varios tipos de estimulos.



A fibra nervosa — axénio — em um nervo misto incluem os nervos aferentes e eferentes,
motores e autondmicos. A velocidade com que uma fibra nervosa individual conduz os
potenciais de a¢do esta relacionada com o didmetro da fibra. Nas fibras mielinizadas maiores,
a velocidade de condugdo, em metros por segundo (m/s), é aproximadamente seis vezes o
didmetro do axdnio, determinado em micrémetro (um) — veja a Figura 1.2.
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Fig. 1.2 — Diametros dos axonios e velocidades de conduc¢ao no nervo periférico.

Os didametros dos ax6nios sdo apresentados em micréometros (um) e as velocidades de condugdo sdo
indicadas em metros por segundo (m/s). As fibras designadas por C sdo amielinizadas e as fibras A tém
uma camada de mielina.

O histograma de distribuicdo das velocidades de condugdo tem quatro picos: as fibras
condutoras mais lentas sdo amielinizadas e designadas por C, enquanto as fibras mielinizadas
condutoras mais rapidas sdo designadas por Ad, AP e Aa..

A opinido amplamente difundida, apresentada na maioria dos livros atuais, considera que
apenas as fibras nervosas de didmetros menores e mais lentas, as fibras C e Ad, que
transportam os sinais aferentes dos nociceptores sao sentidas como dor. As evidéncias
disponiveis, as quais foram revisadas minuciosamente®*, sugerem que uma fragdo substancial
dos nociceptores das fibras A podem conduzir na faixa de velocidade de condugdo da fibra Ap.
Consequentemente, para permitir esta possibilidade, a denominacgdo utilizada nesse texto é
que o sinal dos nociceptores seja carregado pelas fibras C amielinizadas e fibras A mielinizadas
condutoras na faixa da velocidade de condugdo Ad-B. Vale ainda lembrar que o inverso ndo é
verdade, isto é, que nem todas as fibras C e Ad-f sdo nociceptores. Estas fibras também
carregam os sinais dos estimulos ndo nocivos ou indcuos; como mecanico, calor ou frio.



Devido a diferenca na velocidade de condugdo entre as fibras C e Ad-B, o sinal das fibras A5-3
chegam a medula espinhal antes das fibras C. Isto levanta a possibilidade que o estimulo
doloroso evoca duas sensac¢ées de dor sucessivas e possivelmente distintas.

A evidéncia que sustenta o aspecto em que os sinais das fibras C e Ad- constituem sensagdes
de dor distintas, provém de condi¢bes experimentais, estimulacdo elétrica e bloqueio de
nervo, onde as atividades das fibras A e C sdo estudadas isoladamente. Quando realizada, a
estimulagdo das fibras A é descrita como causando uma sensagdo de dor acentuada em picada
e que das fibras C uma sensagdo dolorida fraca em queimagéo.

Geralmente, afirma-se que para o estimulo doloroso existe uma resposta subjetiva bifasica: a
sensacdo em picada de laténcia curta é seguida por uma segunda sensacao de laténcia longa
em queimagdo e de qualidade menos suportavel. No entanto, as duas sensac¢bes de dor
sucessivas é muito menos atraente do que as duas sensag¢oes de dor distintas.

Bishop (1958) demonstrou que os sinais das fibras C e Ad-B sdo sensagées de dor distintas.
Muitas vezes, afirma-se que a resposta subjetiva bifdsica a um estimulo doloroso transitério
esta frequentemente ausente em individuos normais®. Por exemplo, experimente as sensacdes
dolorosas ao beliscar a pele na regido do punho lateralmente, em cima da articulagdo
radiocarpea. A incapacidade de muitos individuos normais, em experimentar a primeira e a
segunda sensac¢do de dor por um estimulo, na superficie da pele, ndo deve sugerir que estes
dois tipos de sensac¢des sao artefatos, nas condi¢cdes experimentais, em que foram observadas.
Pelo contrdrio, quando sdo ativadas simultaneamente, em condi¢des normais, sao dificeis de
serem identificadas pelo observador.

Quatro classes de nociceptores foram descritos: mecdnicos, térmicos, polimodais e silenciosos.

Os nociceptores mecdnicos respondem a pressdo intensa enquanto os nociceptores térmicos
respondem as temperaturas extremas, quentes (> 45 °C) ou frias (< 5 °C) e possuem fibras A
mielinizadas, que conduzem impulsos na velocidade de 3 m/s a 40 m/s. Em conjunto, esses
nociceptores de fibra A3-B, é denominado nociceptor mecanotérmico.



Os nociceptores polimodais respondem aos estimulos nocivos mecanicos, térmicos ou
qguimicos; possuem pequenas fibras C amielinizadas que conduzem impulsos em velocidade
menor que 3 m/s. Vale ainda lembrar que as pequenas fibras Ad-f mielinizadas carregam
informacdo de nocicepcdo responsavel pela sensacdo de dor acentuada em picada e as
pequenas fibras C amielinizadas carregam informacdo responsdvel pela sensacdo fraca em
queimagado.

Os nociceptores silenciosos sao ativados por estimulos quimicos, mediadores inflamatodrios,
respondem a estimulos mecanicos e térmicos somente depois de serem ativados. Estes
nociceptores também possuem pequenas fibras C amielinizadas que conduzem impulsos em
velocidade menor que 3 m/s.

Os nociceptores, que respondem as temperaturas nocivas, podem ser divididos em:
unimodais, que sdo ativados por um estimulo térmico exclusivo; e os polimodais, que
detectam estimulos nocivos quimicos, mecéanicos e térmicos.

A funcdo bdsica dos nociceptores é de transmitir informacdes aos neurbnios de ordem
superior sobre a lesdo tecidual ocasionada por estimulos nocivos. Os receptores individuais
podem ser considerados como uma “caixa-preta”, que transforma o estimulo em um sinal
apropriado para as células nervosas subsequentes. A fungao principal de um nociceptor pode
ser adequadamente descrita se sua conexdo de entrada/saida estd determinada. A entrada,
naturalmente se refere aos estimulos nocivos. Qual a saida?

Um dos conceitos centrais da neurobiologia considera que os neurdnios se comunicam uns
com outros via sinapses. Mais comumente sdo encontradas as sinapses de liberagdo quimica,
efetuada pelos transmissores sindpticos. E através da liberacdo desses transmissores que a
célula é capaz de se comunicar com seus vizinhos pds-sinapticos.

Devido aos nociceptores serem neurdnios com sinapses quimicas, cuja saida é codificada pela
liberacdo dos seus neurotransmissores: a relacdo de entrada/saida é simplesmente uma
conversao do estimulo nocivo em liberagdao do transmissor.



A medicdo direta da liberagdao do transmissor sindptico, em condicGes fisioldgicas, é muito
dificil e ndo pode ser efetuada para qualquer nociceptor. Assim, parece que uma derivacdo da
relacdo de entrada/saida esta além do nosso alcance.

No entanto, outra propriedade neural quase universal é de auxilio: a liberacdo do transmissor
é controlada diretamente pelo potencial de membrana sinaptica. Por isso, registrando a
variacgdo do potencial de membrana na sinapse, a saida do nociceptor poderia ser
indiretamente presumida. Infelizmente, na maioria dos casos, do ponto de vista técnico é
dificil sendo impossivel, o registro intracelular de um terminal sindptico. A grande maioria dos
registros eletrofisioldgicos foi realizada em outras regides da célula porque essas regides sdo
mais acessiveis. A atividade elétrica nos nociceptores, como na maioria dos neurénios, esta
associada com a propagacdo do potencial de acdo, a qual ocorre na escala de tempo de
milissequndos (ms). Estes potenciais de acdo se propagam para o terminal sinaptico e, assim,
regula-se a liberacdo do transmissor.

Duas técnicas sdo normalmente usadas para registrar os potenciais de a¢do do nociceptor: os
eletrodos extracelulares registram sua ocorréncia em algum lugar ao longo do axdnio, ou
intracelular sdo registrados no corpo celular do nociceptores, conforme ilustrado na Figura 1.1.
Desse modo, a transdugdo sensorial dos nociceptores é normalmente medida como a
conversao do estimulo nocivo em disparo padronizado de potenciais de agao.

Durante o século passado, estabeleceu-se a estrutura basica de transdugdo sensorial para as
diferentes sensacGes, em muitas espécies de vertebrados e invertebrados.

A célula sensorial tipica possui uma regido especializada, onde o receptor sensorial detecta o
estimulo, o qual para os nociceptores é o estimulo nocivo que ocasiona a lesdo tecidual. De
maneira que o estimulo provoca uma alteracdo conformacional no receptor em nivel
molecular, que dispara o processo de transdugdo e leva a uma mudanga do potencial de
membrana na célula receptora. A alteracdo resultante do potencial de membrana é
denominada potencial de receptor.



No neurdnio sensorial tipico, a parte da célula onde a transdugdo sensorial ocorre, muitas
vezes, é distante do terminal sindptico. Portanto, o potencial de receptor precisa ser
convertido em uma série de potenciais de acao propagados, o qual por sua vez carrega o sinal
ao longo do axénio a sinapse. Os nociceptores ndo estimulados, normalmente, disparam
poucos ou nenhum potencial de acdo e a sua resposta ao estimulo nocivo é um aumento da
taxa de disparo da propagacao dos potenciais de acdo no axénio das células.

Estas conclusdes estdo resumidas na Figura 1.3.
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Fig. 1.3 — Desenho esquematico do nociceptor.

O desenho mostra as quatro regides da célula mais significativas de um nociceptor idealizado: a regido
de transdugado sensorial, 0 axénio, o corpo celular neuronal e o terminal sinaptico. Os estimulos nocivos
e a alteracgdo resultante do potencial de membrana — potencial de receptor — também sdo mostrados.

Em paralelo as regiGes anatOmicas do nociceptor, um esquema capaz de descrever o
mecanismo de funcionamento do nociceptor é apresentado na Figura 1.4.
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Fig. 1.4 — Esquema de funcionamento do nociceptor.

O corpo celular, o axonio e o terminal pré-sindptico dos nociceptores devem funcionar mais ou
menos como em outras células nervosas. O corpo celular é necessario para manter em
funcionamento as outras regides das células, sem a qual morreria. O axénio conduz o potencial
de acdo ao terminal pré-sindptico, onde pode ocorrer a liberacdo do transmissor ou
transmissores. A liberagdo do transmissor no terminal sindptico esta sujeita a modulagdo por
agentes liberados por outros neurénios e possivelmente de células gliais.

O estimulo nocivo que ocasiona ferimento tecidual pode ativar, direta ou indiretamente, a
regido de transdugdo sensorial dos nociceptores. Por exemplo, o nociceptor pode conter uma
molécula receptora sensivel ao calor, localizada na membrana plasmatica, que responde
diretamente ao estimulo, ou inversamente, a lesdo tecidual causada pelo estimulo pode
resultar na produgdo de um fator que por sua vez ativa o nociceptor. Uma terceira
possibilidade é que devido ao ferimento, o tecido se torne inflamado e um fator extrinseco
entre na regido e ative o nociceptor.



Os eventos perirreceptor, durante o ferimento tecidual, permitem a producdo de fatores que
podem ativar ou modular o nociceptor. Assim, os estimulos nocivos intensos frequentemente
levam a um aumento na resposta a estimulos dolorosos subsequentes. Esse controle de
processamento esta esquematizado na Figura 1.4.

Subsequente ao estimulo nocivo, ocorre a transdugdéo sensorial em potencial de receptor, e a
resposta serd transformada em uma série de potenciais de acdo — codificacdo — os quais
devem transportar o sinal de transmisséo ao terminal pré-sindptico.

A opinido predominante atual é que as terminacbes nervosas livres das fibras Ad-B e fibras C
constituem a regido sensorial dos nociceptores. Ndo existem estruturas especializadas
associadas as terminagdes nervosas, tal como existem para outros receptores sensoriais, como
mecanorreceptores. Muitos outros receptores sensoriais fisiologicamente intactos podem ser
isolados, e o estudo de fotorreceptores, de receptores auditivos, de receptores olfatorios, etc.,
nos diz muito sobre os seus mecanismos de funcionamento.

Idealmente, para estudar as vias envolvidas no processo de transdugdo nos nociceptores, uma
preparacdo de nociceptores isolados é necessdria. As terminacdes nervosas livres dos
nociceptores sdao extremamente finas e sdo incorporadas em uma matriz de tecido, que se
fossem dissecadas para isolar os nociceptores, levaria a liberagdo de muitas moléculas que o
terminal nervoso do nociceptor se destina a detectar. Com tal falta de acessibilidade, ndo é
possivel estudar diretamente o maquindrio da transdugdo do nociceptor, tanto em um estado
ndo estimulado, como em seu meio ambiente natural.

Vale ainda lembrar que nem todas as terminagdes nervosas livres representam a regidao de
transducdo sensorial dos nociceptores. As terminacbes nervosas livres sdo também
responsaveis pela deteccdo de temperatura, estimulos mecanicos, como pressdo e
informagdes sobre o tato.

Por ndo ser possivel isolar as terminacGes nervosas sensoriais dos nociceptores em estado ndo
estimulado, os estudos sobre os nociceptores isolados sdo frequentemente efetuados nos
corpos celulares dos nociceptores.
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Dessa maneira, apds a retirada cirurgica, os corpos celulares neuronais dos ganglios das raizes
dorsais sdo isolados por tratamento enzimdatico e sdo cultivados antes da utilizacdo. As
terminagdes sensoriais sdo completamente removidas durante o processo de isolamento e se
acredita que as propriedades desses terminais sejam restauradas nos corpos celulares
cultivados. Enquanto o ganglio original continha mais do que somente nociceptores, apenas
uma fracdo dos corpos celulares cultivados sera realmente de nociceptores. Esta preparacao
de corpos celulares cultivados é usada frequentemente para investigacdo experimental das
bases celulares e moleculares envolvidas na deteccao dos estimulos dolorosos.

Com tal numero de incertezas e pressuposicdes associadas com esses procedimentos
experimentais, torna-se imprescindivel que as conclusdes sejam verificadas cuidadosamente
para que de fato reflitam o que realmente ocorre in vivo.

Como mencionado acima, os nociceptores normalmente ndo estimulados disparam poucos ou
nenhum potencial de acdo e sua resposta a estimulacdo nociva é um aumento na taxa de
disparo dos potenciais de acao.

Uma vez que é necessaria uma despolarizacdo da membrana para causar um aumento na taxa
de disparo, esta conclusdo implica que o potencial de receptor dos nociceptores ¢ uma
despolarizagdo de membrana, como mostra na Figura 1.3.

Assim, o maquinario de transduc¢do, por necessidade, deve ter algum modo de comporta ou de
transportadores nos canais de ions que podem despolarizar a membrana plasmdatica nessa
regido. A regido de codificacdo — consulte a Figura 1.4, por sua vez, converte a despolarizacdo
da membrana em um aumento da taxa de disparo dos potenciais de agao, localizados na
regido de transducdo sensorial.

As propriedades fisioldgicas dos nociceptores, considerados até agora, foram elucidadas
principalmente a partir dos estudos de tecido n3o ferido.

No entanto, os estimulos nocivos intensos resultando em lesdo tecidual frequentemente

conduzem a um aumento na resposta a estimulos subsequentes, denominado hiperalgesia, ou
seja, uma sensibilidade excessiva ou sensibilidade a dor.
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A hiperalgesia compreende: a hiperalgesia primdria, uma sensibilidade aumentada na drea
afetada predominantemente devido a sensibilizacdo periférica do nociceptor; a hiperalgesia
secunddria, uma sensibilidade aumentada em redor da drea ndo afetada, centralmente
mediada. Provavelmente, lembra-se de ter experimentado a dor na regido machucada e ao seu
redor, por exemplo, a dor de garganta devido a inflamagdo pode ser tdo ruim que o mero ato
de engolir é doloroso.

Nenhuma descrigdo das propriedades fisioldgicas dos nociceptores seria completa, sem uma
consideracdo sobre a sensibilizacdo dos nociceptores resultante do ferimento tecidual.

A sensibilizacdo é um desvio a esquerda, na curva de estimulo/resposta, que diz respeito a
magnitude da resposta neural em relagdo a intensidade de estimulo. Como mostra na
Figura 1.5, a sensibiliza¢Go do nociceptor é caracterizada por diminui¢éo do limiar e aumento da
magnitude da resposta aos estimulos supralimiares.

Lembre-se de que alguns, mas ndo todos os nociceptores, apresentam sensibilizacao.
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Fig. 1.5 — Sensibilizagcdao do nociceptor térmico.
A sensibilizagdo do nociceptor térmico ao estimulo, em uma area da pele aquecida a temperatura
indicada.
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Na tentativa de compreender a transducdo sensorial no nociceptor, é instrutivo considerar os
mecanismos moleculares utilizados na sinalizacdo em outros locais do sistema nervoso. Os
mecanismos utilizados por outros sentidos, bem como aqueles usados na transmissdo
sinaptica, revelaram-se mais Uteis.

Numerosos estudos demonstraram que o potencial de receptor sensorial e o potencial
sindptico sdo o resultado das alteracdes da permeabilidade i6nica na membrana plasmatica
dos neurdnios. Isto é, o resultado de ions que fluem através das proteinas em membranas
integras, chamados canais de jons. Antes de considerar como a abertura e o fechamento dos
canais de ions que sdo regulados durante a transducdo do sinal no nociceptor, importante é
compreender as forgas que causam o fluxo de ions nestes canais.

Basicamente, existem dois tipos de forcas que impulsionam a circulacdo idnica nas membranas
celulares. Existe o campo elétrico através da membrana celular, o qual é manifestado como
um potencial elétrico através da membrana e existe um gradiente de concentragdo para cada
espécie ibnica considerada.

A maioria dos corpos celulares, incluindo os axdnios, mantém no seu citoplasma um potencial
negativo com referéncia a parte externa da membrana. Para uma célula que estd em estado de
repouso, ndo estimulada, os pesquisadores usam normalmente o termo potencial de repouso
referente a este potencial negativo existente através da membrana plasmatica.

Essencialmente, o potencial de repouso depende da concentra¢do de ions entre os dois lados
da membrana plasmatica e da permeabilidade de repouso da célula para esses ions.
Negligenciando a pequena contribuicdo de outros ions, mas ndo sem importancia, focaremos
nossa atencdo aos cations potassio (K*) e sédio (Na*).



Se a membrana fosse permedvel exclusivamente ao cdtion potdssio (K), o potencial de
membrana seria dado pela equacao de Nernst:

Vw = Ex = (RT/zF) In[K'1o/[K]; (2.1)

Onde o potencial de membrana (Vy) é o potencial de equilibrio do ion potdssio (Ex) que
depende da temperatura absoluta (T) na escala kelvin — 37 °C é igual a 310 K — e a constante
universal dos gases (R) pela constante de Faraday (F) que é carga elétrica por mol de cations e
da valéncia do ion (z), e o mais importante, por logaritmo natural (In), da concentragdo do ion
potdssio extracelular [K']. pela concentragdo intracelular [K']..

Da mesma maneira, exclusivamente ao cdtion sédio (Na*), o Vy seria:
Vw = Ena = (RT/zF) In[Na*]./[Na’]; (2.2)
Onde o potencial de equilibrio do ion sédio (Ey,) por concentra¢do do ion sédio extracelular

[Na']. pela concentracéo intracelular [Na*]..

Em muitas células incluindo os neurénios, a [Na‘]. € muito superior a [Na']; e a [K']; é muito
maior do que a [K']., como mostra a Figura 2.1.
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Fig. 2.1 — Concentragdes de ions no fluido extracelular e intracelular.

Diagrama simplificado que mostra as concentracdes, em milimol (mM), desiguais de ions; sédio (Na®),
potéssio (K*) e cloro (CI') nos dois lados da membrana, fora e dentro, de uma célula tipica e os potenciais
de equilibrio do sédio (Ey,) e potassio (Eg), em milivolt (mV).
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Normalmente, em repouso, as membranas biolégicas e particularmente as neuronais sdo
permedveis ao Na’ e K" portanto seu potencial de repouso estd situado entre o potencial de
equilibrio do ion sddio (En,) e potencial de equilibrio do potdssio (E¢), a proximidade de
qualquer um destes potenciais de equilibrio depende da permeabilidade relativa ao Na* e K.
Em uma célula tipica, o potencial de membrana (V\) deve estar entre o Ey, —
aproximadamente sessenta e cinco milivolts positivos, e o Ex — aproximadamente oitenta e
cinco milivolts negativos, como mostra a Figura 2.1.

As células s3o normalmente muito mais permedveis ao K', em repouso, do que ao Na’;
portanto, o potencial de repouso é sempre negativo no interior e pode variar ao redor de
trinta milivolts negativos até oitenta milivolts negativos, dependendo do grau de
permeabilidade ao Na"*.

Toda vez que o potencial de membrana estiver situado entre o Ey, e 0 Ey, 0 Na* tenderd a vazar
para dentro e o K* a vazar para fora da célula. A n3o ser que a célula compense a constante
perda de K" e ganho de Na’, o gradiente de concentragdo i6nica ird se reduzir, o Ey, e 0 Eg¢
diminuirdo em direcdo a zero e o potencial de membrana desaparecera.

As células possuem enzimas dependentes metabolicamente, chamadas bombas, as quais
compensam o vazamento passivo, por bombeamento de K* para dentro e Na" para fora da
célula. A enzima Na*/K* ATPase é uma bomba de Na’/K’, que utiliza trifosfato de adenosina
(ATP) para catalisar o movimento de trés ions Na* para fora por dois ions K* para dentro da
célula.

Existe uma rede de extrusdo de uma carga positiva para fora da célula a cada ciclo da bomba,
assim a bomba é eletrogénica. E consenso geral, que a bomba n3o participa diretamente na
geracdo dos sinais elétricos, mas tem seu efeito principal decorrente de manter o gradiente de
concentracdo idnico de Na* e K" através da membrana celular.

Também, foi observado que o cdtion cdlcio (Ca**) desempenha um papel importante na
transmiss3o sindptica e na transducdo sensorial e as células tém bombas e trocadores de Ca”,
0s quais mantém uma concentracdo intracelular [Ca**]; muito inferior do que a concentracdo
extracelular [Ca*']..
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A biologia molecular fornece-nos uma compreensao bdsica da relacdao entre a estrutura e a
funcdo dos canais de ions em geral.

As proteinas tém sequéncia de aminoacidos que se estendem através de uma camada bilateral
de lipideos na membrana plasmatica, do interior ao exterior da célula. Essas proteinas contém
uma regido especializada, chamada regido de poro que forma um canal, o qual fornece uma via
através do quais fons — Na*, K*, Ca®* e CI' — possam passar pela membrana.

A caracteristica relevante dos canais de ions, os quais sustentam o potencial de receptor e o
potencial sindptico, que sdao submetidos a uma transicdo de um estado fechado para aberto,
isto é, regulada ou controlada por alteracdo conformacional da comporta do canal, veja a
Figura 2.2, a qual resulta do estimulo sensorial ou do transmissor sinaptico envolvido.

canal ) fechado ———— canal aberto

dentro fora dentro

Fig. 2.2 — Alteragao conformacional da comporta do canal de ion.

A transi¢do na regido de poro da membrana ocorre de um estado fechado para aberto, por alteragcdo da
conformacional da comporta do canal de ion, que resultam do estimulo sensorial ou do transmissor
sinaptico envolvido.

Os dois mecanismos, j& bem compreendidos, sdo utilizados na comporta desses canais e
encontram-se representados na Figura 2.3 — A e B. Na transmissdo sinaptica, o transmissor
sindptico — ou seja, o ligante — interage com os sitios extracelulares do canal de ions da
membrana pds-sindptica e as comportas se abrem — na Figura 2.3 — A, esses canais de ions
controlados por ligantes (LGICs), algumas vezes, sdo também chamados de canais ionotrdpicos.
Em muitos estimulos sensoriais, um segundo mensageiro intracelular é gerado no processo de
transducao sensorial, que reage no canal com abertura da comporta — na Figura 2.3 — B. Para
efeitos de simplicidade, os canais sdo mostrados com dois sitios de ligacdo externa — na
Figura 2.3 — A e com dois sitios de ligacdo interna — na Figura 2.3 — B, embora os canais tenham
frequentemente mais de dois sitios de ligacdo.
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A agonista

Fig. 2.3 - Mecanismos de comporta dos canais de ions.

Em A — Ligagdo de agonista extracelular no canal e abertura da comporta. B — Ligagdo de segundo
mensageiro intracelular no canal e abertura da comporta. C — Movimento de cargas no canal devido a
despolarizagdo da membrana e abertura da comporta.

Estrutura molecular dos canais ions

Os canais ions ndo sdo normalmente propriedade de uma Unica molécula de proteina, mas sdo
os resultados da ligagdo ndo covalente de varias subunidades de lado oposto uns aos outros
para formar a regido de poro. Os canais podem ser homoméricos, onde todas as subunidades
sdo idénticas; ou heteroméricos, isto é ter subunidades ndo idénticas com propriedades
diferentes.
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A regido de poro pode ser seletiva ao Na*, K", Ca*" e CI'. Porém, alguns canais permitem que os
trés jons — Na*, K e Ca®* — passem por sua regido de poro e sio denominados de canais de
cdtions controlados por nucleotideo ciclico ativado por hiperpolarizagéo (HCN).

A maioria dos canais de ions tém trés, quatro ou cinco subunidades, organizados em simetria
circular, formando um Unico poro aquoso na intersecdo axial — como exemplo de quatro
subunidades, veja a Figura 2.4 — A. Além disso, a figura mostra que cada subunidade tem apenas
um Unico dominio de poro. Em contrapartida, conforme mostra a Figura 2.4 — B, o canal de
vazamento do K* é composto de dois dominios no poro, denominado canal de potdssio de dois
poros (Kyp).

A

1 2 3 4 5 P |6

P1 P2

Fig. 2.4 — llustracdo da estrutura dos canais de ions.
A ilustragdo esquematica da estrutura dos canais, a esquerda a subunidades do canal e a direita o canal
funcional, com dominio de poro, onde: A — um Unico dominio de poro e B — dois dominios de poro.

Os canais Kyp sdo essenciais a fungdo neuromuscular, porque no estado de repouso da célula
~ . s . + + oy .
sdo mais permedveis ao K" do que a Na” e normalmente estabilizam o potencial de membrana
com voltagens hiperpolarizadas abaixo do limiar de disparo dos nervos e dos musculos. Nesses
canais, como mostra a Figura 2.4 — B, cada subunidade tem dois dominios de poros, organizado
*
em tandem .

"
Conjunto de unidades alinhadas, uma atrds da outra.
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Exceto para os casos onde a interacdo entre o ligante e o LGIC realmente diminui a
permeabilidade do canal e diminui a condutancia de membrana, o transmissor normalmente
abre a comporta do canal, permitindo que os ions fluam, aumentando assim a condutancia da
membrana celular aos ions. A resposta ao ligante termina quando o ligante se dissocia e se
difunde para fora da célula, e a comporta retorna a sua conformacao fechada.

Surpreendentemente, a biologia molecular revelou uma multiplicidade de genes para os canais
ionotrépicos, os quais parecem ter fungGes essencialmente idénticas.

Por exemplo, o canal iGnico nicotinico da acetilcolina (ACh) encontrado nos neurdnios, que
normalmente tem cinco subunidades — pentamérica — e é composto por apenas dois tipos de
subunidades, dois alfas (o) e trés betas (). Acontece que existem pelo menos oito genes que
codificam a subunidade a e quatro que codificam a . Assim, existe um grande nimero de
diferentes combinac¢des possiveis entre as subunidades a e 3, em um animal, cuja fungdo ndo
é compreendida.

A suposicdo aceita é que esses genes diferentes evoluiram porque atende a diferentes
fungdes. As duas consequéncias dbvias sdo que, por possuirem diferentes afinidades para a
ACh, abrem-se em concentracdes diferentes ou tém propriedades de permeabilidade i6nicas
ligeiramente diferentes.

Ao contrdrio dos receptores ionotrépicos, onde o receptor e o canal sdo a mesma molécula, a
molécula receptora dos receptores metabotrdpicos age indiretamente na comporta do canal,
isto é, o receptor é uma molécula separada do canal de ion, a qual sustenta o potencial de
receptor.

Os receptores metabotrépicos podem ser classificados em dois tipos:

* Receptores acoplados a proteina G (GPCRs)
*  Receptores da tirosina quinase (RTKs)
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A familia dos GPCRs estd acoplada a uma molécula efetora, via uma proteina de ligacdo do
nucleotideo guanosina, uma proteina G, dai seu nome. Ativacdo do componente efetor
normalmente requer a participacdo de varias outras proteinas, além da proteina G.
Usualmente a molécula efetora é uma enzima que produz um segundo mensageiro difusivel,
por exemplo, monofosfato de adenosina ciclico (cCAMP), guanosina monofosfato ciclico (cGMP),
dcido araquiddnico (AA), diacilglicerol (DAG) ou polifosfato inositol.

Os segundo mensageiros podem agir diretamente na comporta do canal de ion — veja na
Figura 2.3 — B ou podem disparar uma cascata bioquimica. Por exemplo, o segundo mensageiro
pode mobilizar Ca®* dos reservatdrios intracelulares e a [Ca®*] elevada possibilita ao Ca** agir
diretamente na comporta do canal de ion. Outra possibilidade é que o segundo mensageiro
ative as proteinas quinases especificas — proteinas de transferéncia do fosfato — que
fosforilando o canal de ion ou outras proteinas celulares — assim, alterando suas atividades —
iniciam ou modulam o potencial de receptor. Em alguns casos, a proteina G do segundo
mensageiro pode atuar diretamente no canal de ion.

Os RTKs podem agir na comporta do canal de ion direta ou indiretamente, via fosforilagdo, isto
é, transferindo um grupo fosfato ao canal ou a outras proteinas celulares.

Os canais encontrados na regido de codificacdo e no axénio — reveja na Figura 1.4, 0s quais
convertem o potencial de receptor em uma série de propagacdo dos potenciais de acao, sdo
controlados por despolarizagdo da membrana — veja a Figura 2.3 — C — 0s canais de ions
controlados por voltagem (VGICs). Os canais de sodio controlados por voltagem de subunidade
alfa (Nay) e os canais de potdssio controlados por voltagem (Ky) desempenham um papel
importante na geracdo e na propagacdo dos potenciais de acdo. Os canais de cdlcio
controlados por voltagem (Cay,) desempenham um importante papel na terminagdo
pré-sindptica, onde funcionam na liberagdo do transmissor sindptico.

Antes de examinar os mecanismos moleculares subjacentes a transducdo de sinal do
nociceptor, é util considerar brevemente os tipos de estimulos que ocorrem no tecido durante
a lesdo. Com énfase nos estimulos que frequentemente podem estar envolvidos na transdugdo
de sinal.
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Em primeiro lugar, existem os estimulos préprios, tais como: deforma¢do mecdnica no tecido e
aumento ou diminuigdo da temperatura no tecido. Esses estimulos podem regular diretamente
os canais de ions — veja a Figura 2.2 — na membrana plasmatica do nociceptor, dando assim
origem ao potencial do receptor. Em seguida, existem as alteracdes locais no meio extracelular
resultante da liberag¢do ou da exposicdo de moléculas do tecido ferido. Ou seja, moléculas que
normalmente sdao encontradas no interior das células ou na membrana celular podem agora
ser encontradas em ou expostas ao fluido extracelular, onde podem se ligar aos receptores do
nociceptor. Finalmente, existem moléculas que entram na regido ferida, como parte da
resposta inflamatdria do organismo ao estimulo, onde se podem ligar aos receptores de
membrana do nociceptor.

Quaisquer umas destas trés possibilidades podem participar na transducdao de sinal do
nociceptor. ldealmente, seria importante identificar o papel especifico na transdugdo de sinal
do nociceptor de todas as substancias que aparecem no tecido ferido durante os estimulos
nocivos. No entanto, como assinalado na Parte — I, ndo é possivel isolar as terminacdes
nervosas sensoriais dos nociceptores, em um estado ndo estimulado e estudar como
respondem a estimulos dolorosos. Em vez disso, como vimos, somos forcados a usar métodos
indiretos. Dessa maneira, os corpos celulares neuronais de um GRD, ao invés das terminacdes
nervosas livres, sdo frequentemente utilizados apds serem isolados e cultivados com esse
objetivo.
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A familia dos canais de cations do receptor de potencial transitério (TRP) é de interesse porque
varios de seus membros foram implicados na transducdo de sinal do nociceptor. Limitar as
consideracdes relativas aos canais TRP ao seu papel na nocicepcdo resultaria em andlise
superficial de todas as suas propriedades ja conhecidas.

O mutante trp, originalmente isolado em fotorreceptores de Drosophila melanogaster,
guando estimulado apresenta resposta luminosa — potencial de receptor — cuja linha de base
decai durante a iluminagdo prolongada, veja a Figura 3.1, dai o nome receptor de potencial
transitorio.

Posteriormente, foi encontrado um gene para codificar o canal de cdlcio responsdvel pelo
componente principal da resposta luminosa. Outros dois membros proteicos da familia TRP —
TRPL e TRPy — foram encontrados em fotorreceptores de Drosophila que seriam responsaveis
pela resposta luminosa residual no mutante trp.

A cascata de fototransducdo na Drosophila é iniciada quando a luz atinge a rodopsina (Rho), a
qual leva a estimulagdo de uma proteina G heterotrimérica que ativa a fosfolipase C (PLC). A
ativacao do canal que leva ao influxo de cations no fotorreceptor é mediada, in vivo, pelo
diacilglicerol (DAG) ou seus metabdlitos, denominados dcidos graxos poli-insaturados (PUFAs).

Usando a terminologia discutida na Parte — Il, a familia de TRP na Drosophila sdo os canais de
fons controlados por segundo mensageiro — reveja a Figura 2.3 — B, e ativados em processo
dependente da Rho de receptor acoplado a proteina G (GPCR).

x
Conhecida como mosca das frutas.
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Fig. 3.1 — Resposta luminosa em fotorreceptores de Drosophila.

Comparagdo entre a evolugdo temporal da resposta em fotorreceptores de Drosophila melanogaster
para o estimulo luminoso — 50 milivots (mV) — no selvagem e no mutante trp. Observe que durante a
resposta luminosa do mutante trp, a linha de base durante o estimulo prolongado decai rapidamente,
enquanto do selvagem apresenta uma despolarizagdo mantida durante o estimulo luminoso.

Baseando-se na homologia, foram identificados numerosos membros da familia do TRP, nos
vertebrados. Em mamiferos, os membros dessa familia foram classificados em seis subfamilias:
TRPC canonico;

TRPV vaniloide;
TRPA anquirina;
TRPM  melastatina;
TRPP policistina;
TRPML mucolipina.

Os canais TRP, nos mamiferos, sdo permeaveis aos cdtions e tém seis dominios
transmembrana ladeados por regides intracelulares de carboxi-terminal (C-terminal) e amino-
terminal (N-terminal). O canal funcional contém quatro subunidades formando a regido de
poro — reveja a Figura 2.4 — A, e consideradas para se classificar como homo e/ou
heterotetrameros. Embora, os canais TRP possam ser dependentes de baixa voltagem, falta-
Ihes o sensor de voltagem dos canais controlados por voltagem (VGICs) — reveja a Figura 2.3 — C.
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A sensacdo de sabor — paladar — é a capacidade de sentir o gosto das substancias, como os
constituintes dos alimentos e bebidas. As sensacdes de sabor incluem: doce, salgado, azedo,
amargo e umami . O sabor umami é o que ocorre quando os alimentos s3o consumidos com o
aminodcido glutamato. Em contraste com as sensacdes de sabor, o nervo trigémeo transmite
informagdes sobre moléculas irritantes e nocivas que entram em contacto com a boca.

A sensacdo quimioestésica estd relacionada com a nocicepg¢ao quando uma substancia quimica
ativa os nociceptores em qualquer parte do corpo. Dessa maneira, a sensagao transmitida ao
cérebro quando uma molécula nociva ativa o nervo trigémeo é denominada quimioestesia. Por
exemplo, a queimag¢do da pimenta malagueta e o esfriamento do antisséptico bucal com
mentol.

A capsaicina (8-metil-N-vanilil-6-nonenamida), ingrediente pungente ou quente da pimenta
chili’ que da a sensacdo de queimac3o ou picante, foi isolada pela primeira vez no século XIX.
O interesse nos efeitos sensoriais da capsaicina tem uma longa histéria. Cristovdao Colombo
descreve ter comido pimenta chili com nativos no Novo Mundo, hd mais de quinhentos anos.
Wilbur Scoville desenvolveu um teste e uma escala, em 1912, para medir o picante ou o calor
da pimenta chili. A escala de Scoville ainda estd em uso.

Os efeitos da capsaicina sdo melhores entendidos, em termos de suas agles excitatdrias e
dessensibilizantes em nociceptores polimodais — reveja na Parte — I. Estudos eletrofisioldgicos
revelaram que a capsaicina despolariza os neurénios do GRD — reveja a Figura 1.1. Sugeriu-se
que o efeito excitatério especifico da capsaicina nos neurdnios nociceptivos envolve um
aumento da permeabilidade da membrana aos fons Na* e/ou Ca**, pela diminuicdo da
resisténcia nos neurdnios a entrada desses ions, de maneira concentracdo dependente.
Pesquisas subsequentes mostraram que a via de permeabilidade i6nica discrimina mal entre os
cations, a qual é relativamente mais permeavel aos bivalentes do que aos monovalentes.

A descoberta da resiniferatoxina — um analogo ultrapotente da capsaicina que imita suas acées
celulares e de um antagonista potente — capsazepina — sugeriram fortemente a existéncia de
receptor especifico para a capsaicina.

*
Significa saboroso, na lingua japonesa.

N
Pimenta malagueta
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O canal de cétion do receptor de potencial transitorio, da subfamilia vaniloide (TRPV), membro
um (TRPV1) é o receptor da capsaicina. Foi clonado usando um ensaio de influxo do Ca** em
células ndo neuronais, transfectada com dcido desoxirribonucleico complementar (cDNA)
construido a partir do dcido ribonucleico (RNA) do GRD". A analise eletrofisiolégica provou que
o receptor clonado era semelhante ao receptor da capsaicina nos neurdnios sensoriais, de
varias maneiras. As correntes evocadas pela capsaicina foram reversiveis a remocao do ligante
e as concentracgdes inferiores em respostas mdaximas evocadas pela resiniferatoxina, a qual
persiste apds a remogao do ligante. As curvas de ativacdo para a corrente induzida pela
capsaicina nos canais naturais e nos receptores clonados revelaram o coeficiente igual a dois —
na equagdo de Hill — sugerindo a existéncia de mais de um sitio de ligagao da capsaicina.

Os canais TRPV1 ndo sdao ativados somente pela capsaicina, mas também por prétons com
potencial hidrogeniénico (pH) abaixo de 6,5 e por temperaturas elevadas, que confirmaram
pesquisas anteriores ao mostrar que as correntes evocadas pelo calor, pH baixo e capsaicina
sdo comumente encontradas no mesmo neurdnio sensorial. Interessantemente, o TRPV1 é o
Unico membro da subfamilia vaniloide que é ativado pela capsaicina: o nocaute, técnica
genética que consiste em desabilitar a expressdo de um gene especifico num organismo, para
TRPV1, em humanos e camundongos, resulta em insensibilidade & capsaicina®’. Analisaremos
os efeitos do baixo pH no canal TRPV1, juntamente com seu efeito em outros canais de ions,
na Parte —IV.

Pesquisas anteriores mostraram que as correntes evocadas pelo calor e pela capsaicina sdo
encontradas comumente no mesmo neurénio sensorial. Isto levantou a possibilidade de que o
canal de cdtions do TRPV1 era um detector de temperatura, o que habilita os nociceptores
térmicos a responderem em uma faixa de temperatura mais alta. Se fosse mesmo assim, em
animais no qual o TRPV1 foi nocauteado, esperar-se-ia um déficit na resposta para aquelas
altas temperaturas que ativam o TRPV1. Paradoxalmente, nos camundongos em que o TRPV1
é nocauteado, os déficits sdo exibidos em temperaturas acima de 50 °C, enquanto o canal
TRPV1 é ativado em temperatura igual ou superior a 42 °C. Embora, estes animais tivessem
sido prejudicados no processo de detecgdo do calor doloroso, utilizaram um mecanismo
alternativo, diferente do canal de cations do TRPV1, para detectar calor nocivo a temperaturas
inferiores a 50 °C ou outro mecanismo de auxilio.

Vale lembrar que os estimulos nocivos intensos que ocasionam a lesdo tecidual,
frequentemente conduzem a um aumento na resposta a estimulos dolorosos subsequentes,
denominado hiperalgesia, sendo que a hiperalgesia primdria ocorre devido a sensibiliza¢cdo do
nociceptor ou a hipersensibilidade. Interessantemente, os camundongos nocautes para TRPV1
exibiram pouca hipersensibilidade no local da inflamagdo tecidual em comparagdo aos
selvagens expostos ao estimulo térmico. Retornaremos a esta conclusdo em parte posterior
guando considerarmos os mecanismos de hiperalgesia.
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Todos nods, provavelmente, estamos familiarizados com a dor em queimacdo produzida pela
aplicacdo de tinturas alcodlicas, tal como a tintura de iodo em feridas na pele. A sensagdo de
gueimacdo levantou a possibilidade de que o etanol poderia ativar o canal de cations do
TRPV1. Para testar essa ideia, foi investigado o efeito do etanol nos neurénios isolados do
ganglio trigeminal ou GRD, como também nas células embriondrias humanas de rim (HEK293)
expressando o TRPV1Z. Verificou-se que o etanol ativa o TRPV1 e potencializa as respostas a
capsaicina e outros ativadores do TRPV1; apoiando a nog¢do de que o alcool provoca uma
sensacdo de queimacao, através da ativacao do TRPV1.

As incertezas e os pressupostos associados a utilizacdo de neuronios isolados ou cultivados,
como aqueles provenientes do ganglio trigeminal ou do GRD, como também de células
especialmente preparadas para expressar o TRPV1, reforcam o fato de que estas conclusdes
devem ser verificadas cuidadosamente para refletir o que realmente acontece in vivo.

Em contraste com a hiperalgesia — sensibilidade excessiva ou sensibilidade a dor — apés
estimulos nocivos intensos, a exposicdo a capsaicina pode resultar em dessensibilizacdo
subsequente.

Considerando-se comparativamente que a dessensibilizacdo as doses baixas pode ser
especifica a capsaicina e seus congéneres, as doses altas estdo associadas com perda da
capacidade de resposta também a outros estimulos mecanicos nocivos — limiar alto, quimicos
ou calor. Esta dessensibilizagdo cruzada aos estimulos nocivos sugere o uso da capsaicina ou
de um analogo, como analgésico. Evidentemente, o objetivo final ainda ndo alcangado, é
encontrar um analogo a capsaicina que induz a analgesia, sem inicialmente causar dor.

A dessensibilizacdo pela capsaicina estd bem documentada e seu grau depende da
concentragdo, com que frequéncia é aplicada e por quanto tempo. A dessensibilizacdo
induzida pela capsaicina foi observada tanto por registro de atividade nos neurénios do GRD —
reveja a Figura 1.1, assim como pelo monitoramento da reagdo comportamental — a dor. Com
uso de baixas doses de capsaicina, aplicada em intervalos de tempo adequados, a
dessensibilizagdo ndo ocorre obrigatoriamente, de maneira que a excitagao dolorosa pode ser
reproduzida a cada aplicagdo. Por uso de altas doses ou exposicdo prolongada, a
dessensibilizacdo decorre de aplicagdes consecutivas de capsaicina, a qual se torna menos
eficaz ou deixa de produzir qualquer efeito.
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Recentemente, foi descrito um novo método para a producdo de analgesia, utilizando a
capsaicina em combinagdo com um anestésico local impermedvel @ membrana (QX-314)°. O
QX-314 é um bloqueador de carga positiva dos canais de sddio controlados por voltagem de
subunidade alfa (Nay), que inibe os potenciais de acdo quando aplicado intracelularmente, mas
o bloqueio falha quando aplicado no meio extracelular. A ideia era introduzir o QX-314 em
neurdnios nociceptivos através dos canais de cations TRPV1 abertos, evitando assim os efeitos
tateis e motores que ocorrem com aplicagdo no meio extracelular de um anestésico local,
como a lidocaina. Provavelmente, todos nds ja experimentamos o bloqueio da sensagao tatil e
motora com o uso de anestésico local durante um procedimento odontolégico. Uma limitacao
desse tratamento da combinacdo é o mesmo com o uso da capsaicina por si s6, ou seja, a
prépria capsaicina provoca uma sensacao dolorosa, que se esperaria ser bloqueada pelo efeito
do QX-314.

A inibicdo do canal de cdtions do TRPV1 parece ser uma abordagem légica para producdo de
analgesia. Entretanto, a situacdo ndo é simples; apds a identificacdo do canal TRPV1 em
nociceptores, uma variedade de outros dos tipos de células, incluindo: os queratindcitos, as
células B pancredticas, as células endoteliais, os linfécitos, os macréfagos e as células de
diferentes regides do cérebro, também expressam o TRPV1. Sua presenca, em todos esses
tipos de células e em diferentes partes do corpo, sugere que o TRPV1 é estimulado
normalmente por um ligante endégeno — um endovaniloide — e ndo por estimulacdo térmica.

Neste contexto é importante salientar, que existem evidéncias acumuladas sugerindo que
ativacdo do TRPV1 por seu ligante enddgeno é essencial para a manutencdo da temperatura
corporal. A capsaicina, além de causar a sensacdo de queimacdo, provoca também hipotermia,
em uma variedade de animais e a introdu¢do dos antagonistas do canal de cdtions do TRPV1
levam a hipertermia em ratos, camundongos e macacos. Uma conclusdo resultante destas
pesquisas é que os canais TRPV1, na funcdo da regulacdo de temperatura corporal, podem ser
ativados tonicamente via um ligante enddgeno. Porque os antagonistas do canal de cations
TRPV1 causaram hipertermia, é improvavel que possam ser desenvolvidos para utilizacdo
sistémica, como agente especifico no tratamento da dor.

A possibilidade que deve ser considerada é de um endovaniloide ser produzido durante a lesdo
tecidual e assim contribuir para a mediagao na ativagao do nociceptor. Por exemplo, o suposto
endovaniloide N-araquidonoildopamina (NADA) foi identificado como uma molécula enddégena
no sistema nervoso de mamifero e ocorre em vdrios nucleos do cérebro e do GRD. Foi
estudado originalmente porque ativa os receptores canabinoides; posteriormente verificou-se
que podia ativar o canal de cations do TRPV1. Como seria esperado para um ligante enddgeno
do canal TRPV1, apurou-se que o NADA aumenta a frequéncia de disparos do potencial de
acdo dos neurdnios nociceptivos espinhais e melhora a resposta aos estimulos térmicos. E
necessario, no entanto, mais investigacdo para determinar se o NADA ou outro endovaniloide
é de fato o ativador enddgeno dos canais TRPV1.
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O canal de cdtion do receptor de potencial transitorio, da subfamilia vaniloide, membro dois
(TRPV2), estd intimamente relacionado com o receptor da capsaicina — TRPV1 — com o qual
compartilha 49% de identidade na sequéncia de aminoacidos.

Entretanto, o canal TRPV1 é ativado pela capsaicina e responde a temperatura igual ou
superior a 42 °C e o canal TRPV2 nao responde a capsaicina e é ativado a temperatura igual ou
superior a 52 °C. O TRPV2 é expresso em uma variedade de tecidos, incluindo vérias regides do
cérebro, da medula espinhal e do ganglio sensorial. Sua expressao nos tecidos que nunca sao
expostos a temperaturas tdo elevadas, como a 52 °C, assim sugere que o canal de cations do
TRPV2 possua outra funcdo e seja ativado normalmente por outros estimulos e ndo o calor
nocivo nessas regides do corpo.

No entanto, com base em sua similaridade com o TRPV1 e sua capacidade de detectar
estimulos de calor elevado igual ou superior a 52 °C, o canal de cations do TRPV2 parece ser
um candidato provavel para deteccdo da sensacdo de calor nocivo nos nociceptores.

Para tanto, foi avaliado em estudo utilizando uma preparacdo ex vivo de medula espinal, de
ganglios da raiz dorsal da regido toracica e lombar superior, de nervos cutdaneos dorsais e de
pele dorsolateral do tronco, o papel do TRPV2 na sensacdo térmica. Em preparacao ex vivo
cujas terminacgGes sensoriais do nociceptor permanecem conectadas ao corpo celular no GRD,
espera-se que 0s nociceptores tenham propriedades mais proximas das células in vivo em
relacdo as células isoladas do GRD por tratamento enzimatico e cultivadas antes da sua
utilizacdo — reveja na Parte — I. Dessa maneira, usando essa preparacdo com o TRPV1
nocauteado, uma maior populagdo de nociceptores em que o TRPV2 ndo foi expresso,
conforme determinado pela coloracdo imuno-histoldgica, responde normalmente ao calor
nocivo de 31 °C a 52 °C. Esta pesquisa mostra que existe uma populacdo de nociceptores que,
em condi¢des normais, ndo exige a presenga do canal de cations do TRPV1 funcional ou do
TRPV2 para detectar calor nocivo.

Até que um camundongo em que o TRPV2 nocauteado seja relatado, o papel do canal de
cations do TRPV2 na sensacdo de calor nocivo permanecerd indeterminado.
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Foi demonstrado que a canfora aumenta a intensidade das sensacbes cutdneas produzidas
durante o aquecimento da pele, consistente com a ativacao do canal de cédtion do receptor de
potencial transitério, da subfamilia vaniloide, membro trés (TRPV3). A canfora, um composto
obtido da natureza, é atualmente utilizada comercialmente como ingrediente ativo em gel
anticoceira.

O canal TRPV3 esta intimamente relacionado com TRPV1 e TRPV2, com os quais se identifica
com 43% e 41% na sequéncia de aminodcidos, respectivamente. O canal de cations do TRPV3
possui um limiar Unico: é ativado a temperaturas indcuas com limiar de ativacdo em torno de
33 °C a 35 °C e apresenta respostas crescentes em temperaturas nocivas mais altas. Em
conformidade com as pesquisas, os camundongos nocautes para TRPV1 e para TRPV3 exibem
déficits comportamentais em resposta a temperatura igual ou superior a 50 °C.

Esta constatacdo sugere que as func¢Ges do TRPV3 e do TRPV1 se sobrepdem em relagdo a
sensacdo de calor nocivo. Em contraste aos camundongos nocautes para TRPV1, o déficit em
hiperalgesia ao calor nao foi observado em camundongos nocautes para TRPV3.

O canal de cétion do receptor de potencial transitério, da subfamilia vaniloide, membro quatro
(TRPV4) é um canal n3o seletivo permeével ao Ca®* que compartilha 40% da identidade de
aminodacidos com TRPV1. Exibe propriedades de comporta excepcionais sendo ativado por
solugBes hipotbnicas, por certos derivados do éster de forbol e por temperaturas inécuas, na
faixa de 27 °Ca 34 °C.

A ativagdo por solugdes hipotdnicas sugere que serve como um sensor para osmolaridade e/ou
do estiramento mecanico associados com o edema celular. Além disso, o canal de cation do
TRPV4 é ativado por um processo envolvendo o citocromo P450, cuja formagdo depende da
epoxigenase dos acidos epoxieicosatrienoicos: concentragdes submicromolares do acido 5',6'-
epoxieicosatrienoico ativa o canal TRPV4. Estes resultados indicam que o TRPV4 pode ser
ativado por uma variedade de estimulos fisicos e quimicos, os quais podem ou ndo
compartilhar um mecanismo comum.
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Os camundongos nocautes para TRPV4 exibem varias anormalidades nas funcdes fisioldgicas
que sdo equiparaveis com o que se sabe sobre as propriedades de comporta no canal.
Também, apresentavam anormalidades na regulacdo osmética e uma acentuada reducdo a
sensibilidade a pressdao da cauda. Se o canal de cations do TRPV4 desempenha um papel na
hiperalgesia térmica é controverso.

Uma pesquisa concluiu que os camundongos nocautes para TRPV4 apresentam hiperalgesia
reduzida entre 35 °C a 45 °C, mas n3o a 50 °C'°, enquanto outro grupo de pesquisa n3o
conseguiu encontrar um papel para o canal TRPV4 na hiperalgesia térmica®. Além disso, a
primeira pesquisa ndo conseguiu encontrar alteracdes no comportamento térmico agudo em
camundongos nocautes para TRPV4, sendo que a ultima pesquisa encontrou uma laténcia mais
longa de retirada durante o aquecimento agudo da cauda de 45 °C a 46 °C, sugerindo algum
papel de TRPV4 na nocicepg¢do ao calor.

Consideraremos o papel do canal de cations do TRPV4 na deteccdo de estimulos mecanicos
nocivos, na Parte — IV, quando considerarmos o papel do receptor ativado por protease dois
(PAR2) na hiperalgesia mecanica.

Resumo dos Nocautes para TRPV

Em resumo, veja a Tabela 3.1, os canais de cations do TRPV analisados por estudos dos
nocautes genéticos, o TRPV1 e o TRPV3 mostraram desempenhar um papel comum na
nocicepgdo térmica nociva. O TRPV1 é necessdrio na hiperalgesia térmica, enquanto o TRPV3 é
dispensavel nesta funcdo. Até que mais pesquisas sejam realizadas, o papel do TRPV4 nessas
respostas continuara a ser controverso.

Tab. 3.1 — Os déficits em camundongos nocautes para TRPV.

m Temperaturas nocivas Hiperalgesia

TRPV1 >50°C Pequena (térmica)
TRPV2 N&o relatado N3o relatado
TRPV3 >50°C Ndo observado
TRPV4 Controverso Controverso

Estas concluses deixam claro que os nocautes combinados desses canais — TRPV1/TRPV3,
TRPV3/TRPV4 e TRPV1/TRPV3/TRPV4 — é desejavel se quisermos entender mais plenamente o
papel dos canais de cation do TRPV na nocicepg¢do. Além disso, até que um mutante para
TRPV2 seja relatado, o seu papel na sensagdo de calor nocivo permanecera indeterminado.
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Os canais de cations do receptor de potencial transitdrio, da subfamilia anquirina, membro um
(TRPA1) sdo de expressdo heterdloga e ativados por compostos irritantes, como sementes de
mostarda, wasabi*, raiz-forte, 6leo de gaultéria, canela, alho, emissdes do escapamento de
veiculos e gas lacrimogéneo, os quais despertam a sensacao dolorosa em queimacdo ou em
picada.

O canal TRPA1 é expresso em neurdnios do GRD e no ouvido interno; no entanto, o TRPA1 ndo
é aparentemente essencial a deteccdo inicial de som pelas células ciliadas. O papel do TRPA1
como sensor de frio nocivo se mostrou controverso.

Os canais TRPA1 quando expressos em células da linhagem ovariana de hamster chinés (CHO),
sdo ativados a temperaturas préoximas de 17 °C, o que estd perto do limiar ao frio nocivo de
15 °C para seres humanos™. Os genes ortélogos — de espécies diferentes — de rato e seres
humanos, para expressar TRPA1 em linhagem de células embriondrias humanas de rim
(HEK293) ou de ovdcitos de Xenopus ndo foram ativados pelo frio™. Igualmente, ndo houve
ativagdo pelo frio do canal TRPA1 de expressdo heteréloga em HEK293'. Contudo, outra
pesquisa concluiu que os canais TRPA1 de camundongos expressos em HEK293 s3o ativados
pelo frio™. A resposta comportamental, em camundongos nocautes para TRPA1, ao contato
com uma superficie fria ou ao esfriamento evocado pela evaporacao da acetona demonstrou

16,17

uma falta de envolvimento da detec¢do ao frio™"'. Essas conclusGes contraditdrias foram

esclarecidas pelas pesquisas subsequentes.

Um estudo, em camundongos, nos quais todos os neurdnios sensoriais expressando os canais
de sodio controlados por voltagem de subunidade alfa do tipo VIl (Nayl1.8) resistente a
tetrodotoxina (TTX-R) foram eliminados — consulte na Parte — V/, mostraram resisténcia ao frio
nocivo por ensaio de uma placa fria a 0 °C'®. Interessantemente, 0s camundongos nocautes
para Nayl.8 também exibiram uma significativa redu¢do na expressao para TRPA1l em
neurdnios do GRD e a falta de uma resposta nociceptiva mediada ao TRPA1 para o teste da
formalina — consulte a Parte — IV. Além disso, outro estudo posterior forneceu uma explicacdo
plausivel as discrepancias das pesquisas anteriores descritas acima e concluiu que o TRPA1l
atua como um sensor ao frio, in vitro e in vivo®™.

Em contraste ao debate sobre o papel do canal de cation do TRPA1 como um sensor de frio
nocivo, o papel na excitacdo do nociceptor evocado pela bradicinina (BK) e hipersensibilidade a
dor, ndo ficou controverso.

Rabanete japonés
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A BK é um peptideo contendo nove residuos de aminoacidos — nonapeptideo, que é liberado
em tecidos inflamados onde induz dor e hipersensibilidade mecanica e térmica. As injecGes de
BK em camundongos nocautes para TRPA1 foram muito menos dolorosas, que mostraram
pouca ou nenhuma hipersensibilidade térmica ou mecanica frente a esse mediador. Ambas as
consequéncias sdo esperadas se o canal TRPA1 faz mediacdo as acbes da BK. Veremos mais
profundamente os efeitos da BK no TRPA1, junto com seu efeito sobre TRPV1 e outros canais
de cations na Parte — IV.

A capacidade do canal de cdtion do receptor de potencial transitorio, da subfamilia
melastatina, membro oito (TRPM8) recombinante em ser ativado pelo frio é amplamente
aceito. O canal TRPMS8 é ativado por agentes de esfriamento, como mentol ou temperaturas
abaixo de 26 °C. Além disso, trés pesquisas independentes utilizando os camundongos
nocautes para TRPMS8 indicam que o canal TRPMS8 esta envolvido na sensacao de frio nocivo.

A dor induzida pelo esfriamento de evaporacdo na pata foi determinada com observacao das
respostas de lambida e encolhimento da pata estimulada, entre os camundongos nocautes
para TRPM8 e normais: camundongos nocautes manifestaram, significativamente,
comportamento reduzido em comparagdo aos normais®®. Um resultado semelhante foi
encontrado por outros pesquisadores que, além disso, descobriram que a inje¢ao de icilina,
um composto sintético que ativa o TRPM8 e em menor intensidade o TRPA1, na pata traseira
de camundongos selvagens causou a indugdo rapida de retirada da pata traseira, enquanto os
camundongos sdo colocados sobre uma placa fria de 1 °C. Tal comportamento esta ausente
em camundongos nocautes para TRPMS8, sugerindo que a ativacao do TRPMS8 pode ser
deduzida como reposta de nocicepgio®’.

Um terceiro grupo de pesquisadores encontrou uma resposta nociceptiva reduzida ao
esfriamento por evaporagdo na pata, em camundongos nocautes para TRPM8?’. Estes
pesquisadores também verificaram que apds o ferimento causado pela constricdo da ligadura
do nervo ciatico de camundongos normais, tais animais apresentaram maior sensibilidade a
acetona, com resposta de lambida prolongada e agitacdo da pata. Por outro lado, os
camundongos nocautes para TRPM8 ndo exibiram aumento significativo na resposta ao
esfriamento pela evaporacdo na pata. Estes dados indicam claramente que o canal TRPMS8 esta
envolvido na sensac¢do de frio nocivo.

Os camundongos nocautes para TRPMS8 ainda apresentam neuronios sensibilizaveis, indicando

qgue o TRPMS8 ndo é o unico receptor ativado pelo frio. A combinag¢do de nocautes para TRPA1
e TRPMS8 pode ajudar a esclarecer a funcdo relativa do TRPA1 e do TRPMS8 na detecg¢do do frio.
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Uma das metas de longo prazo na investigacdo da dor é identificar os mediadores quimicos
qgue sao liberados nos tecidos feridos ou doentes e sdo responsdveis pela ativacdo e
sensibilizacdo dos nociceptores.

Os mediadores quimicos interagem com canais de ions na membrana plasmatica do nociceptor
utilizando os mecanismos de sinalizacdo, como os usados em outra parte do sistema nervoso.
Esses mediadores podem agir quer diretamente nos canais de ions controlados por ligante
(LGICs) — os ionotrdpicos ou indiretamente via receptores acoplados a proteina G (GPCRs) ou
receptores da tirosina quinase (RTKs) — os metabotrdpicos, revejam na Parte — II.

Os pesquisadores do estudo da dor distinguem dois aspectos da sensibilizacdo: alodinia — dor
resultante do estimulo normalmente indcuo e hiperalgesia — uma resposta aumentada ao
estimulo normalmente nao doloroso — reveja na Parte —I.

A injecdo de serotonina (5-hidroxitriptamina — 5-HT) produz dor e hiperalgesia, em seres
humanos. Como veremos a seguir, uma das fontes da 5-HT humana sdo as plaquetas que sdo
conhecidas por desempenhar um papel importante na inflamagao, in vivo.

Em suporte a essa ideia é a constatacdo de que a injecdo cutanea de concentrado de plagquetas
provoca dor aguda e hiperalgesia®. De maneira diferente das terminagdes nervosas dos
neurdnios contendo 5-HT, as plaquetas ndo sintetizam 5-HT e, pelo contrario, dependem de
sua absorc¢do do plasma. De modo interessante, a proteina responsavel pela absorcdo da 5-HT
na plagueta é idéntica ao transportador da 5-HT no cérebro. Os inibidores seletivos da
recaptac¢do de serotonina usados no tratamento da depressdo reduzem significativamente a
concentragdo da 5-HT nas plaquetas, em pacientes deprimidos®®. Pode-se ent3o fazer uma
suposicdo razodavel: de que nos pacientes deprimidos e tratados com inibidores da recaptagao
da serotonina exista uma reducdo significativa de liberacdo da 5-HT das plaquetas, no tecido
lesado ou inflamado resultando em redugéo na dor que seria induzida pela 5-HT.



A familia dos receptores da 5-HT nos mamiferos é ampla, agrupados em sete tipos — 5-HT; a
5HT; — consistindo de 14 subtipos de receptores diferentes. Embora a 5-HT seja conhecida por
desempenhar um papel importante na nocicepcao, existe apenas uma avaliacdo limitada dos
subtipos do receptor da 5-HT envolvidos no processo e que ainda interagem entre si e com
outros mediadores quimicos da nocicepgao.

A injecdo intraplantar de 5-HT ou a-metil-5HT — um agonista do receptor 5-hidroxitriptamina
do tipo dois subtipo A (5-HT,s) — em ratos reduz significativamente a laténcia de retirada da
pata a estimulacdo ao calor radiante. Além disso, o pré-tratamento com cetanserina — um
antagonista do receptor 5-HT,, — atenua a resposta de dor comportamental apds a injecdo da
5-HT?.

Estes resultados sugerem que o receptor 5-HT,, esta envolvido na hiperalgesia induzida pela
5-HT em ferimentos agudos ou na inflamagdo. Estas conclusGes foram ampliadas,
demonstrando que a inibicdo do receptor 5-HT,,, em ratos: por injecdo intraplantar de
sarpogrelata — outro antagonista dos receptores 5-HT,, — bloqueia a hiperalgesia primaria
térmica®®. A injecdo sistémica de sarpogrelata bloqueia a hiperalgesia térmica induzida por
adjuvante completo de Freund (CFA)”’. A injecdo local de cetanserina produziu inibicdo dose
dependente da hiperalgesia evocada pela carragenina®. Juntos estes resultados sugerem que
a 5-HT tem um papel importante na hiperalgesia resultante do ferimento tecidual, por ativacdo
dos receptores 5-HT,, nos terminais nervosos do nociceptor.

O receptor 5-HT,» € um GPCR e sua ativacdo leva a despolarizacdo da membrana dos
neurdnios do GRD isolados de ratos. Nas células que exibem uma resposta mediada pelo
receptor 5-HT,s,, a 5-HT e a a-metil-5-HT despolarizam a membrana e diminuem sua
permeabilidade, como veremos a seguir medido eletrofisiologicamente, por um aumento em
relacdo a voltagem da corrente de membrana.

Nas células agudamente isoladas que revelaram uma despolarizagdo mediada pelo receptor
5-HT,», com o potencial de reversdo (E.,), ou seja, quando ndo ha fluxo de ions pela
membrana, a despolarizagdo foi linearmente relacionada ao log [K']. indicando que a
despolarizacdo resultou de uma diminuicdo da permeabilidade ao ion potdssio (Py)*.

A fim de entender os diferentes mecanismos pelos quais os canais de ions despolarizam a
membrana plasmatica — o potencial de receptor — analisemos a Figura 4.1.
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Fig. 4.1 — Potencial de receptor.

AlteracGes na permeabilidade de membrana ao sddio (Py,) e ao potassio (Py) subjacente a um potencial
de membrana, em relagdo ao tempo.

O neurdnio tem permeabilidade aos Na* e K*, seu potencial de repouso estd situado entre os
potenciais de equilibrio ao sédio (Ey,) e ao potassio (E¢) — reveja na Figura 2.1. A despolarizagdo
da membrana resulta de um aumento do quociente de permeabilidade ao sédio (Py,) em
relacido a permeabilidade ao potdssio (Py), isto é, a permeabilidade aumentada ao Na* em
relagdo ao K".

Idealmente, o potencial de receptor pode acontecer quando: Py, aumenta e Py permanece a
mesma, isto é eletrofisiologicamente, maior permeabilidade provoca uma menor resisténcia a
entrada da membrana; ou Py, permanece o mesmo e Py diminui, menor permeabilidade
provoca uma maior resisténcia ¢ entrada da membrana.

Os canais de potdssio de dois poros (Ky) — reveja a Figura 2.4 — B — sdo considerados
responsaveis pela P¢ nas células em repouso. Portanto, parece razoavel especular sobre a
hipdtese que a diminuicdo da Py resulta do fechamento dos canais K, nas células do GRD
avaliadas.
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Tem-se demonstrado que os efeitos excitatdrios em GPCRs ocorrem via inibicdo de alguns
canais Ky num sistema de express3o heterélogo®. O canal de potdssio de dois poros membro
dois (K»2.1) - [TASK-1] é amplamente colocalizado com o canal TRPV1, tornando-se um
candidato a um dos canais responsaveis pela Py em repouso dos nociceptores. Além disso,
quando o canal Ky2.1 é nocauteado, “os animais sdo mais sensiveis aos estimulos mecanicos
de limiar baixo e exibem um aumento na hiperalgesia mecanica e térmica em condicdes de

inflamacdo”>".

Seria interessante determinar se o canal K;;2.1 ou algum outro da familia do canal K, esta
envolvido na resposta mediada por 5-HT,s. Se o fechamento dos canais de potdssio pode
causar dor como estas conclusdes indicam, em seguida, outra conclusao a tirar desta pesquisa
€ que a abertura dos canais de potdssio em nociceptores é, potencialmente, um mecanismo
importante de antinocicepc¢do. Voltaremos a esta ideia, na Parte — V, quando considerarmos o
papel dos canais de potdssio na antinocicepcao induzida por agonistas do receptor opioide.

O receptor 5-hidroxitriptamina do tipo trés (5-HT;) € um LGIC constituido de cinco mondémeros,
formando uma regido central de poro — consulte a Figura 2.4 — A. Em contraste com todos os
outros receptores da serotonina que sdo GPCRs. Foram identificados cinco subunidades, os
subtipos 5-HT3, @ 5-HT3¢, sendo que os receptores funcionais 5-HT3, homomeéricos e 0 5-HT3as
heteroméricos foram encontrados em neurdnios.

A 5-HT e a-metil-5HT produziram uma despolarizagdo com menor resisténcia a entrada da
membrana, em neurdnios do GRD que exibiram uma resposta ao receptor 5-HT;. Além disso, o
E. para a resposta da despolarizacdo ficou menos negativo quando a [K']. foi elevada a
10 mM e a despolarizacdo foi convertida em hiperpolarizacdo em uma solucdo livre de sédio,
indicando que a resposta do receptor 5-HT; resultou de um aumento da permeabilidade ao
Na“e K"

As pesquisas em camundongos nocautes para 5-HTs;s levaram os pesquisadores a
interpretacdo de que os receptores 5-HT; ndo estdo envolvidos na dor aguda, mas sdo
necessarios na dor persistente. Usando o teste da formalina, como veremos abaixo,
descobriram que a primeira fase no comportamento de dor n3o difere entre os camundongos
selvagens e os mutantes. Em contraste, a segunda fase no comportamento de dor foi
significativamente reduzida em animais mutantes, indicando que os receptores 5-HT; sdo
importantes & dor persistente®. Além do mais, observou-se uma reducdo significativa no
comportamento da segunda fase do teste da formalina apds a administragdo intratecal, espaco
subaracnoide, de um antagonista de receptor 5-HT; sugerindo que os receptores 5-HT;
afetados se encontram na medula espinhal.
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O teste da formalina é amplamente usado para avaliar os efeitos dos compostos analgésicos
em animais de laboratério. O estimulo nocivo em camundongo consiste de uma injecao de
solucdo diluida de formalina debaixo da pele na superficie dorsal da pata traseira. A resposta é
a quantidade de tempo que os animais passam a lamber a pata injetada. Existem dois periodos
distintos de lambida: uma fase precoce, que dura os primeiros 5 minutos; e outra fase tardia,
qgue dura de 20 a 30 minutos apds a injecao. Em geral, acredita-se que a fase precoce é devido
a um efeito direto nos nociceptores, e a fase tardia é resultante da acdo de mediadores
inflamatérios liberados pelo estimulo.

A injecdo intradérmica de bradicinina (BK) produz dor e hiperalgesia térmica dose dependente
em seres humanos, indicando que a BK tanto excita como sensibiliza os nociceptores®>.

A BK é um polipeptideo formado no sangue que provoca contracdo do musculo liso ndo
vascular, e é um potente vasodilatador de alguns vasos sanguineos, aumentando a
permeabilidade vascular e, o mais importante ao nosso propdsito, estd envolvido nos
mecanismos de dor.

A inflamagdo que se segue a lesdo tecidual aciona a liberagdo de BK (nonapeptideo H-Arg-Pro-
Pro-Gly-Phe-Ser-Pro-Phe-Arg-OH), pela calicreina, que medeia a clivagem enzimatica do
bradicininogénio no local do ferimento ou inflamacao tecidual. As calicreinas sdo proteases de
serina que liberam as cininas — BK e calidina — dos cininogénios — cininogénio de alto peso
molecular e de baixo peso molecular. A calicreina dos tecidos humanos preferencialmente
libera a calidina (decapeptideo Lys-Arg-Pro-Pro-Gly-Phe-Ser-Pro-Phe-Arg-OH) dos cininogénios.
A pré-calicreina é a precursora da calicreina e s6 pode ativar as cininas depois de ativada
durante o ferimento ou inflamacgao tecidual.

Uma vez formada, a BK é degradada por duas enzimas: a enzima carboxipeptidase-N,
conhecida também como cininase-l; e a enzima conversora de angiotensina (ECA), também
chamada cininase-Il. A cininase-l transforma BK e calidina em seus metabdlitos ativos,
des-Arg’-BK e Lis-des-Arg’-BK, ou seja, BK e calidina sem seus residuos de arginina na regido
C-terminal. A ECA remove o dipeptideo da regido C-terminal da BK ou Lis-BK, que conduz a sua
desativacao.
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Os inibidores da ECA conduzem a um aumento de BK devido a diminuicdo da degradacdo e
também uma diminui¢do da angiotensina — um vasoconstrictor endégeno potente — que sdo
utilizados no tratamento da hipertensdo arterial. Sugeriu-se que alguns efeitos da reducdo da
pressao arterial causada pelos inibidores da ECA podem ser devidos a seus efeitos sobre a BK.

As acbes da BK sdo mediadas por meio de dois GPCRs — o receptor um de bradicinina (B,) e o
receptor dois de bradicinina (B,). A BK ativa os receptores B, enquanto os receptores B;
apresentam maior afinidade a des-Arg®-BK, ou seja, o receptor B; é seletivo ao metabdlito da
cinina, sem o residuo de arginina na regido C-terminal.

Os receptores B, sdo constitutivamente expressos em neurdénios do GRD e acredita-se que seja
o subtipo do receptor da bradicinina funcional predominante nos tecidos ndo traumatizados.
Por outro lado, os receptores B; nao sao normalmente expressos constitutivamente de
extensdo significativa, mas sdo de forma ascendente durante a inflamagdo crénica. Como o
receptor B; ndo estd presente em tecidos ndo inflamados é um alvo atraente ao
desenvolvimento de antagonistas, como poderiam ser esperados a causar poucos efeitos
indesejados.

Uma vez que o receptor B, € um GPCR, tem de haver um canal de ion que seja ativado
descendentemente no B,. Além disso, dado que a ativagdo do receptor B, provoca hiperalgesia
térmica e os camundongos nocautes para TRPV1 apresentam pouca hipersensibilidade térmica
no local da inflamagao tecidual, é plausivel que o TRPV1 pode ser o canal de ions que age
descendentemente a partir da BK.

Em duas pesquisas com camundongos nocautes para TRPV1, a BK obteve disparos do potencial
de acdo em fibras C, em ambos os casos ndo houve nenhuma diferenca na resposta inicial aos
camundongos nocautes em comparagao aos camundongos normais. Em uma das pesquisas a
resposta dos camundongos nocautes foram menos persistentes do que dos camundongos
normais®*, enquanto na outra ndo houve nenhuma diferenca significativa®. Estas conclusdes
sugerem que o canal TRPV1 contribui, mas ndo é necessario para que o receptor B, medeie a
excitagdo do nociceptor.

Por outro lado, a injecdo de BK intraplantar produziu hipersensibilidade térmica substancial em
camundongos selvagens, mas ndao em camundongos nocautes para TRPV1, demonstrando que
o canal TRPV1 é necessario, in vivo, ao desenvolvimento da hipersensibilidade térmica induzida
pela BK*®.

38



Modelos moleculares

A ativagdo da maioria das células pela bradicinina (BK) é mediada pela fosfolipase C (PLC) e/ou
fosfolipase A, (PLA;); por consequéncia, estas sdo as vias bioquimicas ativadas entre o receptor
B, e o canal TRPV1 —veja os modelos esquematicos na Figura 4.2 — A — B.

A

TRPV1
/o) N - —rr, —
(BK )| B, |[6qtta) PLCH,
w6 P 2 A
= \\PKCS}

BK — bradicinina; B, — receptor do‘is de bradicinina; G — proteina G e subunidades alfa, beta e gama;
PLC-P — fosfolipase C-beta; PIP, — fosfatidilinositol difosfato; IP; — inositol trifosfato; DAG — diacilglicerol;
PKCe — proteina quinase C épsilon; P — fosforilagdo;

TRPV1 - canal do receptor de potencial transitério vaniloide um.
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BK — bradicinina; B, — receptor dois de bradicinina; G? — proteina G subunidade desconhecida;

PLA, — fosfolipase A,; AA —acido araquidonico; COX — ciclooxigenase; AINE — anti-inflamatdrio ndo esteroidal;
PGl, — prostaciclina; IP — receptor de prostaciclina; PGE, — prostaglandina E,; EP — receptor de prostanoide E;
G, — proteina G estimulante; AC — adenilato ciclase; ATP — trifosfato de adenosina;
cAMP — monofosfato de adenosina ciclico; PKA — proteina quinase A; P —fosforilagao;

TRPV1 — canal do receptor de potencial transitdrio vaniloide um,

LOX — lipoxigenase; 12-HPETE — acido hidroperoxieicosatetraenoico.

Fig. 4.2 — A — B. Modelos esquematicos de vias na modulacdo dos efeitos induzidos pela

bradicinina. O esquema mostra as vias que estdo envolvidas na modulacdo pela bradicinina do
receptor B,, através das vias: A—PLC-f3 ao TRPV1; B — PLA; ao TRPV1.
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BK — bradicinina; B, — receptor dois de bradicinina; G — proteina G e subunidades alfa, beta e gama;
PLA, —fosfolipase A,; AA — 4cido araquiddnico; COX — ciclooxigenase; AINE — anti-inflamatorio ndo esteroidal;
PGE, — prostaglandina E,; EP — receptor de prostanoide E; G; — proteina G estimulante;
AC — adenilato ciclase; ATP — trifosfato de adenosina; cAMP — monofosfato de adenosina ciclico;
PKA — proteina quinase A; P — fosforilagdo;
PLC-B — fosfolipase C-beta; PIP, — fosfatidilinositol difosfato; DAG — diacilglicerol; IP3 — inositol trifosfato;
Ca” - cation calcio; RE — reticulo endoplasmatico;
TRPA1 — canal do receptor de potencial transitdrio anquirina um.

Fig. 4.2 — C. Modelos esquematicos de vias na modulagao dos efeitos induzidos pela
bradicinina. O esquema mostra as vias que estdo envolvidas na modulacdo pela bradicinina do
receptor B,, através das vias: C- PLA; e PLC-3 ao TRPAL.

A grande parte das evidéncias que suportam esse modelo vem de experimentos usando os
corpos celulares neuronais do GRD ou os sistemas de expressdo heterdlogos. Vale ainda
lembrar, com tal nimero de incertezas e suposicées associadas com esses procedimentos
experimentais, torna-se imprescindivel que as conclusdes sejam verificadas cuidadosamente
para que de fato reflitam o que realmente ocorre in vivo.

B, — PLC- — TRPV1

O receptor B, é acoplado a enzima fosfolipase C-beta (PLC-B) via proteina de ligagcdo
nucleotideo guanosina subunidade alfa (Ga).
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Os trimeros da proteina de ligagdo guanosina (G), alfa (o) beta (B) gama (y), sdo estimulados
pela PLC-B via membros da familia Ga (G1lla, Gl4a e G15/16a). Foram descritos diferentes
subunidades, cinco B e doze vy, o que permite inumeras possibilidades de coexpressdo as
subunidades o, e y. A composicdo exata da subunidade Ga acoplada ao receptor B, é
desconhecida e indicada na ilustragdo como Gq/11a e as subunidades By.

Na Figura 4.2 — A, a ligacdo da BK ao receptor B, leva a ativa¢do da Gg/11a, via troca da
guanosina trifosfato (GTP) por guanosina difosfato (GDP) no sitio da ligagdo do nucleotideo,
seguida pela dissociagdo das subunidades By. Ao transformar Gg/11a ligada com a GTP ativa a
enzima PLC-B que hidrolisa fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato (PIP,) a forma inositol 1,4,5-
trisfosfato (IPs) e diacilglicerol (DAG).

A subunidade Gg/11a é uma GTPase intrinseca que hidrolisa o fosfato terminal da GTP para
restaurar a GDP no sitio da ligacdo do nucleotideo. Desse modo ocorre a reassociacdo de
Gg/11la com as subunidades Py, retornando assim Gg/11a ao estado inativo.

As evidéncias disponiveis até agora sugerem dois mecanismos possiveis pelas quais a hidrdlise
modula a atividade do PIP, no canal de cation do TRPV1: quer por fosforilagdo do canal TRPV1
com ativacdo da proteina quinase C (PKC) via DAG ou por deplecdo do PIP,, que normalmente
inibe o canal TRPV1.

Resumidamente, a evidéncia dos neuroénios isolados do GRD e das células HEK293 expressando
o canal de cation do TRPV1 e o receptor B, demonstra que a estimulacdo com BK, ou ativacdo
da PKC, reduz o limiar de sensibilidade a temperatura por ativacdo das correntes no canal
TRPV1*"*, Além disso, a inibigio da proteina quinase C épsilon (PKCe) resulta em diminuigdo
de 70% na sensibilizacdo do TRPV1 por BK>. Esta constatacdo n3o exclui um papel para outras
isoformas da PKC atuarem na sensibilizacdo do TRPV1 por BK. J4 que a PKCe é normalmente
ativada pelo DAG, é razoavel se supor que este seja 0 mecanismo de ativacdo da PKCe em
nociceptores.

No segundo mecanismo, na pesquisa usando sistemas de expressdo heterdlogos, ficou
demonstrada que a diminui¢do dos niveis de PIP, na membrana plasmatica imita os efeitos da
potencializacdo da BK no canal de cation do TRPV1. O papel do PIP, na regulacdo do TRPV1
pode ser mais complicado do que mostrado na ilustragdo: as evidéncias sugerem um modelo
em que o PIP, tem um efeito inibidor e ativador sobre o canal TRPV1®. Um efeito inibidor e
ativador concomitante é o resultado de uma dependéncia na distribuicdo normal de atividade
do TRPV1 sobre os niveis do PIP,. Se os niveis do PIP, estdo elevados em repouso, isto é a
direita do pico de curva dose resposta na distribuicdo normal, uma moderada diminui¢ao nos
niveis do PIP, resultard em ativacdo do TRPV1, ainda considerando que uma diminui¢cdo nos
niveis do PIP, a esquerda do pico resultara na inibigdo do canal.
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As exposicoes dos nociceptores, contendo canais de cation do TRPV1, as altas doses de
capsaicina estdo associadas com a perda de capacidade da sua resposta, bem como a outros
estimulos mecanicos nocivos, quimicos ou térmicos — reveja na Parte — Ill. Tem-se sugerido que
altas doses de capsaicina no maximo ativa o canal TRPV1 causando um grande influxo de Ca**
que ativa a PLC, por meio disso a deple¢do do PIP, causa uma inibi¢cdo profunda do TRPV1, que
é responsavel pela perda de capacidade da resposta a capsaicina e a outros estimulos.

Evidéncias cumulativas tém demonstrado que os GPCRs podem acoplar a PLA,. No entanto,
qual proteina G é usada para acoplar o receptor B, a PLA, no nociceptor ainda nao foi
determinada. Esse fato esta assinalado pela interrogacao entre B, e PLA, — veja a Figura 4.2 — B.

A PLA,, ativada cataliticamente, hidrolisa os fosfolipidios da membrana, liberando o dcido
araquidbnico (AA). As duas vias importantes envolvidas no metabolismo do AA s3o as vias da
ciclooxigenase (COX) e da lipoxigenase (LOX). A via da COX forma compostos intermediarios
que, rapidamente, sdo convertidos em compostos ativos biologicamente, os quais incluem as
prostaglandinas — prostaglandina E, (PGE,) e prostaciclina (PGl,) — enquanto a via da 12-LOX
produz o dcido 12-hidroperoxieicosatetraenoico (12-HPETE). Assim, conjectura-se que os
mediadores lipidicos — PGE,, PGl, e 12-HPETE — possam ser produzidos no nociceptor em
resposta a BK.

Apesar de considerarmos o papel da PGE,, PGIl, e 12-HPETE como mediadores dos efeitos da
BK, vale ainda lembrar que esses mediadores lipidicos podem ndo ser produzidos apenas no
nociceptor onde atuardo. Também podem ser produzidos por células proximas ao sitio de
lesdo — ndo necessariamente em resposta a BK e se difundirem ao nociceptor. Esse processo
de ativacdo indireta do nociceptor é denominado sinalizacGo pardcrina.

Primeiro, considere as evidéncias que apoiam a via AA = LOX — 12-HPETE.

Os experimentos com neurdnios do GRD cultivados e de fibras nervosas cutaneas na
preparacdo de pele-nervo, in vitro, mostraram que a BK agindo através do receptor B,, excita
terminagGes nervosas sensoriais ativando o canal de cations de TRPV1 via producdo de
metabdlitos pela LOX do AA*'. Além disso, a BK estimulou diretamente a producdo do acido
12-HPETE, demonstrado num sistema de express3o que ativa diretamente o canal TRPV1*.
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N3o estd claro até que ponto esta via normalmente contribui para a excitacdo do nociceptor
mediada pelo receptor B,. Devido a evidéncia, discutidas acima, de camundongos nocautes
para TRPV1, que a ativacdo do canal TRPV1 n3do é necessdria para excitacao do nociceptor pela
BK.

E preciso considerar que a prostaglandina E, (PGE,) por si sé provoca dor e hiperalgesia
térmica.

Injecdo intraplantar de PGE,, em pata traseira de camundongos, induz de maneira dose
dependente, o comportamento de lamber a pata — nocicepgdo — de curta duragdo, quando
comparado com os animais controles®. Além disso, houve uma reduco na laténcia da retirada
de pata — denominada hiperalgesia térmica — apds a injecdo de PGE, intraplantar, que foi
significativamente reduzida em camundongos nocautes para TRPV1*. Além do mais, usando
uma preparacao de nervo-pele isolada, mostrou-se que a hiperalgesia térmica induzida pela BK
era mediada por ativagdo da COX™.

A diversidade das acdes da PGE, é supostamente resultante da sua interacdo com uma familia
de GPCRs, os receptores de prostanoide E (EP), designados EP; a EP,, 0os quais sdo também
encontrados em neurdnios do GRD*. A identidade do receptor ou dos receptores EP que
acopla a PGE; a hiperalgesia térmica é ainda controversa. A ativa¢do dos receptores EP pela
PGE, pode estimular a PKA, PKC e as proteinas quinases ativada por mitégeno (MAPKs).

As correntes ativadas pelo calor foram muito potencializadas pela ativacao de PKA, em células
transfectadas com o canal TRPV1. A potencia¢do foi muito reduzida nas células transfectadas
com TRPV1, em animais, apresentando mutacdes em sitios de fosforilagdo da PKAY. Além
disso, o bloqueio da proteina quinase A dncora cinco (AKAP5), em camundongos, diminuiu a
reducdo da laténcia de retirada da pata, aos estimulos térmicos, induzida pela inje¢do de PGE,
intraplantar, mas afetou a sensibilidade térmica em condi¢des basais*®. Estes resultados
sugerem que a hiperalgesia térmica induzida pela PGE, é em parte mediada pela PKA. O
receptor EP estd acoplado a PKA via proteina G estimulante (G;), que ativa a enzima adenilato
ciclase (AC). A enzima AC catalisa a conversdo de trifosfato de adenosina (ATP) em
monofosfato de adenosina ciclico (CAMP) que, por sua vez ativa a PKA.

A hiperalgesia térmica induzida por injecdo intraplantar de PGE, ndo foi afetada pelo nocaute
para PKCe, em outra pesquisa49.
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A prostaciclina (PGl,) tem um Unico receptor de prostaciclina (IP) em contraste com a familia
dos receptores EP para a PGE,.

Usando o ensaio de contor¢do abdominal induzido pelo acido acético, onde uma injecao
intraperitoneal de solucdo do dacido acético diluido provoca respostas consecutivas de
contragées abdominais, em camundongo selvagem, os camundongos nocautes para IP
mostraram reducio das respostas de contor¢io em comparagdo com os selvagens™.

Além do mais, a hiperalgesia térmica induzida pela injecdo de PGI, intraplantar foi
significativamente diminuida em camundongos nocautes para TRPV1 e também em nocautes
para IP, indicando que a PGl, sensibiliza o canal TRPV1 via receptores IP. Além disso, a
potenciacdo induzida pela PGl,, pela capsaicina, nos neurdénios do GRD contendo TRPV1 foi
suprimida por um inibidor da PLC e igualmente por um inibidor da PKCe. Estes resultados
sugeriram o envolvimento de uma via dependente de PLC e PKCe. Isso estd indicado por uma
linha pontilhada partindo do IP, na Figura 4.2 - B, para Gg/11a, da Figura 4.2 — A.

E importante verificar se 0 modelo utilizado descreve realmente, in vivo, o acoplamento entre
o receptor B, e o canal TRPV1. Nesse sentido, o mecanismo de nocicepc¢do induzido pela BK —
lamber a pata — foi pesquisado através da inje¢ao de BK em pata de camundongos na presenca
de diferentes inibidores de enzimas. Os inibidores seletivos da PLC, PKC, PLA, ou LOX
diminuiram acentuadamente a nocicepcdo causada por BK, mas n3o por capsaicina’. Até
agora estas conclusdes sdo coerentes com o modelo apresentado na Figura 4.2 — A —B.

O TRPV1 nao é o Unico canal de cdtions do TRP que desempenha um papel na ativagdo e
sensibilizagdo dos nociceptores pela BK; o TRPA1 também foi envolvido. Nos camundongos
nocautes para TRPA1, as respostas induzidas pela BK em neurdnios do GRD foram reduzidas
significativamente, mas ndo desapareceram e foram comparaveis aos camundongos nocautes
para TRPV1. Em estudo comportamental, em camundongos, verificou-se que apds injecao
intraplantar de BK, os camundongos selvagens passaram quase trés vezes mais tempo
cuidando da pata afetada que os camundongos nocautes para TRPA1l. Estes resultados
sugerem que a ativacdo do TRPA1 desempenha algum papel na dor aguda causada por BK.
Com relacdo a hipersensibilidade a dor, ndo existem evidéncias da hipersensibilidade térmica
induzida pela injegdo intraplantar BK em camundongos nocautes para TRPA1. Assim, os canais
TRPV1 e TRPAL s3o necessarios para o desenvolvimento da hiperalgesia térmica induzida pela
BK.
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Pesquisas de colocalizac¢do, utilizando anticorpos para TRPA1 e TRPV1 revelaram que todos os
neurdnios com TRPA1 positivos também expressam o canal TRPV1*, indicando que as vias
bioquimicas, mostradas na Figura 4.2 — A — B, sdo também utilizadas na modulacdo do canal de
cation do TRPAL.

Embora as evidéncias experimentais ndo sejam tdo numerosas quanto em relacdo ao canal de
cations do TRPV1, pode-se sugerir que as mesmas vias na modulacdo do TRPV1 também
afetam o canal de cation do TRPA1 — veja na Figura 4.2 — C.

Usando um sistema de expressdo heterélogo e neurdnios do GRD, mostrou-se que a via utiliza
tanto a PLC como a PKA potenciam as correntes promovidas pela abertura do canal TRPA1>>.
Portanto, as vias para ativacdo da PLC e da PKA sdo as mesmas — veja na Figura 4.2 — A - B. No
entanto, o inibidor da PKC ndo preveniu a potenciacdo pela BK dos transportes de correntes
pelo TRPA1 e o ativador da PKC ndo potencializou a resposta do TRPA1. Estas conclusdes
indicam que a PKC ndo contribui para a sensibilizagdo do canal TRPA1, que por sua vez, é
diferente do mecanismo para sensibilizacdo do TRPV1; por isso, a PCKe ndo estd presente na
Figura 4.2 - C.

O cdtion cdlcio (Ca®*) intracelular é um importante mensageiro intracelular e a liberacdo do
Ca®* dos reservatérios intracelulares — reticulo endoplasmdtico (RE) — ativam diretamente o
TRPA1>*. Dessa maneira, como esquematizado na Figura 4.2 — C, o inositol trifosfato (IPs) induz
a via de liberacdo do Ca”. Pesquisas complementares serdo necessarias para elucidar a
natureza exata da interacdo funcional entre TRPV1 e TRPA1. Uma possibilidade é que o TRPV1
e o TRPA1 se combinem para formar canais hetero e multiméricos.

A acdo analgésica dos anti-inflamatdrios ndo esteroides (AINEs), como a aspirina, é produzida
por meio da inibicdo da COX, a enzima que produz as prostaglandinas. Baseados no modelo
molecular, podemos concluir que um dos sitios de acdo do AINE é a COX ativada pela BK
presente nos nociceptores — veja na Figura 4.2 — B e Figura 4.2 — C.

O trifosfato de adenosina (ATP) é uma importante fonte de energia intracelular, onde é
produzido durante a respiracdao celular e consumido por muitos processos celulares. Os
experimentos em seres humanos tém mostrado que a libera¢do do ATP na pele provoca dor de
forma dose dependente™.
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Ja que o ATP é impermeavel a membrana, os receptores do ATP localizado na membrana
plasmatica do nociceptor sdo necessarios para detectar a liberacdo do ATP no espaco
extracelular das células lesadas. O ATP dirige-se a dois tipos de receptores distintos da familia
de receptores purinérgicos (P2): ativa o purinoceptor do canal de ions controlado por ligante
(P2X) e o purinoceptor acoplado a proteina G (P2Y). Atualmente, foram identificados sete
subtipos do receptor P2X e oito subtipos do P2Y.

Normalmente, o purinoceptor do canal de ions controlado por ligante dois (P2X,) e o trés
(P2X3) sdo expressos por pequenos neurdnios sensoriais do GRD. Os resultados experimentais
sugerem que as correntes induzidas pelo ATP em neur6nios do GRD sdo mediadas por
receptores homomeéricos P2X; e heteroméricos P2Xys.

Em camundongos nocautes para P2X; houve uma perda da resposta ao ATP de
aproximadamente 90 % nos neurdnios do GRD>®. Uma pequena resposta residual sustentada
ao ATP foi vista em alguns neurdnios do GRD em camundongos nocautes duplos para P2X;;;
indicando a presenca de baixos niveis de outras subunidades de receptores P2X ou P2Y em
alguns neurénios”.

A fase precoce no comportamento da dor induzida pela formalina foi significativamente
reduzida em camundongos nocautes para P2Xs;, embora as respostas a outros estimulos
nocivos fossem normais>. Por outro lado, a fase precoce no comportamento da dor induzida
pela formalina ndo foi atenuada em camundongos nocautes para P2X,. Estas conclusdes
trazidas, in vivo, conjuntamente com os resultados, in vitro, discutidas acima sustentam a
nogdo de que o canal P2X; ionotrdpico sinaliza a dor aguda do tecido ferido.

Um antagonista néo nucleotideo dos canais P2X; e P2X,/3 (A-317491) causa redugdo da dor, na
mesma situagdo, encontrada nos camundongos nocautes para P2X; e P2X,;; induzida pela
formalina®. Além disso, as respostas ao estimulo mecanico nocivo e térmico estavam normais
como nos camundongos nocautes para P2X; e P2X,,5. Simultaneamente, os resultados in vitro
obtidos em camundongos nocautes e com A-317491, constituem fortes evidéncias de que os
canais contendo P2X; contribuam para a nocicepg¢ao.
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Curiosamente, os camundongos nocautes para TRPA1 apresentam uma reducdo significativa
em todas as fases do comportamento da dor induzida pela formalina, inclusive a fase
precoce®. A atenuacdo da fase precoce do comportamento da dor induzida pela formalina em
camundongos nocautes para TRPA1 é muito maior do que em camundongos nocautes para
P2X;. No momento, ndo esta claro que tipo de interacao, e se existe, entre o P2X; e o canal de
cation do TRPAL.

O formaldeido, ingrediente ativo da formalina, é um fixador covalente ndo especifico de
ligacGes cruzadas de proteinas. Esta fixacdo das ligagdes cruzadas leva a uma variedade de
efeitos, incluindo a lesdo tecidual geral. Considerou-se a lesdo tecidual libera o ATP das células
e a liberacdo do ATP ativa os receptores P2X;. Por outro lado, a constatacdo com o TRPA1
indica que existe um efeito direto da formalina no canal TRPA1 ao invés de um efeito indireto
através da lesdo tecidual inespecifica.

Os canais de cations do TRPA1 sdo ativados por uma variedade de compostos irritantes; é
provavel que a formalina provoque ativacdo de maneira semelhante a estes compostos, que
constituem o conceito da modificagdo covalente induzida do canal TRPAL — reveja a Parte —IIl.

Os neurdnios do GRD expressam ainda o purinoceptor acoplado a proteina G um (P2Y;) e o
dois (P2Y,) que também foram envolvidos na potenciagdo da dor.

Tem-se demonstrado que a inje¢do de ATP induz a hiperalgesia térmica em camundongos. A
hiperalgesia térmica foi perdida em camundongos nocautes para TRPV1 e preservada em
camundongos nocautes para P2Y;*!, enquanto camundongos nocautes para P2Y, ndo
apresentaram hiperalgesia térmica significativa®. Além disso, camundongos nocautes para
P2Y, mostram déficits na sensacdo de calor nocivo — mas ndo ao frio — em comparag¢do com os
camundongos selvagens.
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A préxima pergunta dbvia é como a ativacado do purinoceptor acoplado a proteina G dois (P2Y,)
leva a hipersensibilidade térmica, a qual foi perdida nos camundongos nocautes para TRPV1.
Uma explicacdo simples seria que a ativacao do receptor P2Y, faz com que o canal de cations
do TRPV1 seja modificado de modo que sua sensibilidade térmica é aumentada.

A melhor evidéncia disponivel sugere que o receptor P2Y, estd acoplado a enzima PLC-f via
proteina de ligacdo nucleotideo guanosina Gg/11 — veja a Figura 4.3. A ligacdo do ATP ao
receptor P2Y, leva a ativacdo do Gg/11la, via troca da GTP por GDP no sitio da ligacdo do
nucleotideo, seguida pela dissociagdo das subunidades By. A Gg/11la ativada e ligada com a
GTP ativa a enzima PLC-B que hidrolisa PIP, e forma IP; e DAG.
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ATP — trifosfato de adenosina; P2Y,— purinoceptor acoplado a proteina G dois; GTP — guanosina trifosfato;
GDP — guanosina difosfato; Gq/11a — proteina G — subunidade a; By — subunidades 8 e y;
PLC-B —fosfolipase C beta; PIP, — fosfatidilinositol difosfato; IP3 — inositol trifosfato;
DAG - diacilglicerol; PKCe — proteina quinase C épsilon; P — fosforilagdo;
TRPV1 — canal do receptor de potencial transitério vaniloide um.

Fig. 4.3 - Ativacao do receptor P2Y, pelo ATP causa hipersensibilidade térmica.
Os dois mecanismos possiveis de ativacdo do receptor P2Y, pelo ATP: quer por fosforilagdo do canal de
cations do TRPV1 ou pela desinibicdo do canal por deplegao do PIP,.

Os dois mecanismos possiveis — esquematizados na Figura 4.3 — que a hidrélise do PIP, modula
a atividade do canal de cations do TRPV1: quer a modulagdo do canal TRPV1 ocorra pela

fosforilagdo através da ativagao da PKC-¢ via DAG ou pela deplegdo do PIP,, que normalmente
atua inibindo o canal TRPV1.
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As proteases presentes na circulagao sistémica também sdo formadas em ferimentos teciduais,
onde podem ativar uma familia de receptores acoplados a proteina G, denominados
receptores ativados por proteases (PARs). Estes receptores desempenham um papel na
hemostasia, inflamacao e dor.

Quatro PARs foram identificados — PAR1 a PAR4 — por clonagem molecular. Destes, o PAR1 e o
PAR2 estdo presentes em neur6nios do GRD que desempenham um papel na inflamagao
neurogénica, como veremos a seguir, provocam os sintomas inflamatdrios que resultam da
liberagdo de substancias dos terminais do nervo primario sensorial.

Ha mais de um século foi documentado que a estimula¢Go antidrémica — conducdo dos
potenciais de acdo em sentido oposto ao normal — nas fibras aferentes sensoriais resulta em
eritema — vermelhiddo da pele. O resultado de que a ativagdo periférica dos neur6nios
aferentes sensoriais é capaz de produzir manifestacdes de uma resposta inflamatéria, ficou
conhecida como inflamagdo neurogénica.

A destruicdo dos neurdnios sensiveis a capsaicina diminui extremamente a inflamagdo
neurogénica produzida pela estimulacdo antidromica das fibras aferentes sensoriais,
envolvendo os nociceptores sensiveis a capsaicina na inflamag¢do neurogénica. O resultado do
estimulo doloroso na geragdao de uma série de potenciais de agdo em nociceptores que sao
conduzidos por seus axonios para a medula espinhal e apds o processamento pelo cérebro,
uma sensacdo de dor ocorre — como descrito na Parte — I. Por outro lado, esses mesmos
potenciais de a¢do podem invadir retrogradamente os processos de ramificagdes terminais,
denominado arborizagdo, do nociceptor — veja na Figura 4.4.

A despolarizagdo resultante no terminal do nervo primario sensorial causa a liberagdo dos
neuropeptidios — substdncia P (SP) e peptideo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP) —
que, por sua vez, atuam em células alvo na periferia, como os mastdcitos e o musculo liso

vascular, produzindo a inflamac3o caracterizada pela vermelhiddo, calor e inchago®*®*.

Em geral, o CGRP ndo induz a hiperalgesia térmica em nociceptores, porém em algumas
linhagens especiais de camundongos, esse efeito pode ser verificado®. Assim, dependendo da
linhagem de camundongo, a inflamacdo neurogénica pode ser acompanhada de hiperalgesia.
Presume-se que a mesma variabilidade na capacidade do CGRP em induzir hiperalgesia
térmica em camundongos também ocorra em seres humanos.
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Fig. 4.4 — Esquema do processo de inflamag¢ao neurogénica.

Um estimulo nocivo causa a despolarizagdo do terminal de um nociceptor, assim iniciando a propagacdo
dos potenciais de ag¢do no axbnio. As setas mostram a direcdo da propagacdo. A propagac¢do dos
potenciais de a¢do ocorre ao longo do axénio no sentido da medula espinhal, mas também pode invadir
os processos de ramificagdes terminais préximas — denominados arborizagdes — do nociceptor.

As proteases clivam o dominio extracelular da regido N-terminal dos receptores ativados por
proteases para expor os ligantes atrelados, os quais ao serem expostos ativam os receptores —
veja a Figura 4.5.

O receptor ativado por proteases dois (PAR2) pode ser ativado pelas proteases serina — triptase
e tripsina. Apesar de a tripsina ser capaz de ativar o PAR2, a tripsina propriamente dita ndo
esta presente na maioria dos tecidos, desse modo provavelmente ndo é uma enzima enddgena
que ativa o PAR2. Contrariamente, a triptase é liberada durante a degranulacdo dos
mastdcitos em seres humanos e também é capaz de clivar o PAR2, em células normalmente
expressando PAR2 ou em células transfectadas com o receptor. Portanto, a triptase é uma
candidata provavel a enzima que ativa o PAR2 — veja a Figura 4.5. A trombina parece ser o
agonista mais provavel a ativar o PAR1 neuronal.
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O PAR2 pode ser também ativado por um peptideo sintético curto, SLIGRL (SLIGRL-NH, — Ser-
Leu-lle-Gly-Arg-Leu-amida), derivado da sequéncia do ligante atrelado e que se mostrou capaz
de ativar o receptor, e assim, imitar os efeitos das proteases — veja a Figura 4.5. De fato, a
injecdo de SLIGRL na pata de rato provocou inflamagdo neurogénica, que depende da
liberagdo do CGRP e da SP*°.

Algumas pesquisas tém tentado excluir a possibilidade de que o comportamento nociceptivo e
os efeitos hiperalgésicos da ativacdo do PAR2 possam ser secundarios a resposta inflamatdria
neurogénica. Entretanto, a injecdo intraplantar de SLIGRL, em doses subinflamatérias, induziu
hiperalgesia térmica, e o comportamento nociceptivo de morder e lamber a pata injetada.

O canal de cations do TRPV1 é necessario a hiperalgesia resultante dos estimulos nocivos
intensos, que ocasionam lesdo tecidual, reveja na Parte — Ill, e no desenvolvimento da
hipersensibilidade térmica induzida pela BK.

Da mesma forma, verificou-se que a hiperalgesia induzida pelo PAR2 resulta da sensibilizacdo
do canal TRPV1®¥, mas foi abolido pela capsazepina — um antagonista do receptor da
capsaicina, que apesar de inibir a hiperalgesia térmica, ndo inibiu a nocicepcdo — o tempo
gasto em lamber e morder a pata injetada — induzida pelo PAR2%. Outros experimentos, com
neurdnios do GRD e células HEK293 transfectadas, indicaram que o PAR2 ativa PKCe e PKA, e
assim sensibilizam o canal TRPV1®. Estes resultados tém analogia com a sensibilizagdo do
canal TRPV1 pela BK, que também ativa a via PKCe e PKA — consulte a Figura 4.2 — A — B. Apesar
de a capsazepina ter inibido a hiperalgesia térmica induzida pelo PAR2, ndo inibiu a resposta
imediata, o que implica na existéncia de outra via que excita o nociceptor.

Uma pesquisa sobre a inervagdo de neurdnios nociceptivos do célon de camundongos mostrou
que a superinfusdo de SLIGRL durante 3 minutos induziu despolarizagao persistente, associada
a maior resisténcia de entrada da membrana, que durou até 60 minutos. Foi bloqueada por
calfostina — um inibidor da PKC — e com PD98059 — inibidor de ERK;;, que sdo quinases
reguladas por sinal extracelular um e dois’. A despolarizagdo da membrana e o aumento na
resisténcia de entrada da membrana apds a ativacdo do PAR2, provavelmente resultou do
fechamento dos canais de potdssio, que participam do potencial de membrana em repouso.
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Os canais de potdssio de dois poros (K,») sdo considerados responsaveis pela Py em repouso;
portanto sdo os canais de potdssio provavelmente, que sdo fechados apds a ativacdo do PAR2.

O canal de potdssio de dois poros membro dois (K,p2.1) — [TASK-1] é expresso em nociceptores
e animais nocautes para K,2.1 sdo hipersensiveis aos estimulos mecanicos. Talvez o K;;2.1 ou
algum outro canal K, esta envolvido na despolarizacdo mediada por PAR2. Além de bloquear a
P« em repouso, o SLIGRL suprime acentuadamente — 55 % — as correntes de potassio
retificadoras tardias. A despolarizacdo da membrana abre o canal retificador tardio, que tende
a trazer o potencial de membrana de volta ao potencial de repouso. Portanto, esperar-se-ia
que a supressdo do canal retificador tardio melhoraria e prolongaria a despolarizacdo da
membrana causada por outros canais de ions.

A injegdo intraplantar, em rato, de uma dose subinflamatdria de 10 pg de SLIGRL induz a uma
hiperalgesia térmica e mecdnica prolongadas’’, enquanto a injecdo de uma dose muito inferior
produz apenas hiperalgesia térmica’>. Posteriormente, foi especulado que a hiperalgesia
mecanica mediada por PAR2 requereria sensibilizacdo do canal TRPV4. Foi observado que
hiperalgesia mecanica mediada por PAR2 ndo ocorreu em camundongos nocautes para TRPV4.
Além disso, a injegdo intraplantar de agonista do TRPV4 — 4a-forbol 12,13-didecanoato
(40-PDD) produziu hiperalgesia mecanica em camundongos normais, que ndo foi observada
em camundongos nocautes para TRPV4’®, Por Gltimo, inibidores da PLC-B e da PKA, PKC e PKD
inibiram a sensibilizacdo induzida por PAR2 da corrente de calcio no TRPV4™.

A Figura 4.5 procura resumir os diferentes mecanismos descritos acima, pelos quais a ativagao
do PAR2 ocasiona dor e hiperalgesia térmica e mecdnica.

Da mesma maneira que o PAR2 é ativado por um peptideo sintético curto, o receptor ativado
por proteases um (PAR1) pode ser ativado seletivamente por um peptideo agonista, TFLLR
(TFLLR-NH, — Thr-Phe-Leu-Leu-Arg-amida), correspondente ao ligante atrelado ao receptor
PAR1.
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A injecdo intraplantar de TFLLR, em dose subinflamatdria, aumenta o limiar e a laténcia da
retirada da pata aos estimulos mecanico e térmico’. A evidéncia disponivel de outros sistemas
sugere que o PAR1 é acoplado negativamente a adenilato ciclase (AC) via proteina G inibitdria
(G;), assim inibindo a ativacdo da PKA. Deste modo, analgesia induzida no PAR1 possivelmente
pode ser explicada pela inibicdo da AC — veja a Figura 4.5.

SLIGRL

TRIPTASE

SLIGRL — SLIGRL-NH2 — Ser-Leu-lle-Gly-Arg-Leu-amida, Triptase;
PAR2 — receptor ativado por proteases dois; ERK % — quinases reguladas por sinal extracelular um e dois;
K3p2.1(?) — canal de potassio de dois poros; P —fosforilagdo;
PKA — proteina quinase A; PKC — proteina quinase C; PKD — proteina quinase D;
TFLLR — TFLLR-NH2 — Thr-Phe-Leu-Leu-Arg-amida, Trombina;

PAR1 — receptor ativado por proteases um; Gs — proteina G estimulatdria; Gi — proteina G inibitdria;
AC — adenilato ciclase; ATP — trifosfato de adenosina; cAMP — monofosfato de adenosina ciclico;
TRPV1 — canal de cations do receptor de potencial transitdrio vaniloide um, Capsaicina;

TRPV4 — canal do receptor transitério vaniloide quatro; 4a-PDD — 4a-forbol 12,13-didecanoato.

Fig. 4.5 — Mecanismos de ativacao e inibicao do nociceptor pelo PAR1 e PAR2.

Também, foi identificado o receptor ativado por proteases quatro (PAR4) como outro
importante receptor envolvido com analgesia’®.

Ainjecdo intraplantar de um peptideo sintético curto, GYPGKF (GYPGKF-NH, — Gly-Tyr-Pro-Gly-
Lys-Phe-amida), sintetizado com base na sequéncia do ligante atrelado ao PAR4, aumentou o
limiar de nocicepgao ao estimulo mecanico nocivo e térmico. Além disso, coinjecdo de GYPGKF
com carragenina reduziu significativamente a hiperalgesia e alodinia resultantes.
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A injecdo de solugbes acidas — potencial hidrogeniénico (pH) 5,0 a 6,0 — causa dor em
queimagdo intensa’’ e uma diminuigdo substancial do pH — 6,6 a 7,4 — no liquido sinovial pode
ser encontrada nas articulagdes inflamadas’®.

N3do ha consenso sobre a identidade do receptor molecular especifico que é ativado por um
potencial hidrogenidnico acido, em nociceptores.

Uma diminui¢dao no pH extracelular tem dois efeitos no canal de cations do TRPV1: primeiro, os
protons extracelulares reduzem o limiar de ativagao do canal TRPV1 pela capsaicina e pelo
calor; segundo, a acidificacdo — pH 6,0 — abre diretamente o canal.

E improvavel que o canal TRPV1 seja o Unico sensor de prétons extracelulares porque as fibras
nervosas individuais na pele de rato, que disparam os potenciais de acdo em resposta a
protons, ndo sdo disparados sempre em resposta a capsaicina. Além disso, a resposta a
protons foi reduzida, mas ndo eliminada, nos neurdnios do GRD dos camundongos nocautes
para TRPV1.

Os canais de jons sensiveis ao dcido (ASICs) sdo codificados por quatro genes, produzindo
subunidades designadas de ASIC1 a ASIC4, diversas variantes do ASIC também foram
descobertas. Os ASICs sdo trimeros de proteinas e podem ser compostos de diferentes
combina¢des de subunidades. Apds a descoberta e clonagem, os ASICs tornaram-se os
principais candidatos a sensor de prdtons extracelulares.

Normalmente, uma fracdo significativa dos neurdnios do GRD de ratos exibem correntes
transitdrias semelhante a ativagdo do ASIC em resposta aos protons — pH 5,0 — por outro lado,
em camundongos transgénicos expressando uma forma dominante negativa ASIC3, nenhum
dos neurdnios exibiu correntes transitérias semelhante ao ASIC”. Surpreendentemente, em
testes comportamentais, verificou-se que os camundongos transgénicos sdo mais sensiveis
para um numero de modalidades de dor do que os camundongos selvagens, tornando-se
improvavel que os ASICs sejam transdutores diretos de estimulos nocivos.
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A sensibilidade aos prétons nos neurdnios do GRD, de seres humanos, foi examinada pela
acidificacdo rapida do fluido extracelular de pH 7,35 a 6,00 causando uma despolarizacao
prolongada do potencial de membrana em todas as 40 células testadas®. Surpreendendo, a
despolarizacdo da membrana foi associada a uma diminuicdo na condutdncia de membrana
em 27 das 40 células testadas, em vez do aumento na condutancia que seria esperado com a
ativacdo do TRPV1 ou do ASICs — consulte a Figura 4.1. Subsequentes experimentos de
substituicdo dos ions indicaram que a diminuicdo na condutancia apds a acidificacdo era
devido a uma diminuic3o da permeabilidade ao fon potassio (Py)®.

Na medida em que, os canais de potdssio de dois poros (K,s) sdo considerados responsaveis
pela P¢ nas células em repouso, é possivel que um canal de K;, seja também sensivel ao acido.

Dois canais K,p — canal de potdssio de dois poros membro trés (Ky3.1) - [TASK-1] e membro
cinco (Kyp5.1) - [TASK-2] e um canal de potdssio de retificacdo interna (K;2.3) que sdo
bloqueados por prétons, foram identificados em neurénios GRD. Os canais K, ndo sdo
retificadores perfeitos; podem passar algumas correntes para fora da célula na faixa de
voltagem acima do potencial de repouso; portanto esperar-se-ia que na inibicdo poderia
melhorar e prolongar a despolarizagdo da membrana causada por outros canais de ions.

Os efeitos dos prétons considerados podem envolver o efeito direto em varios canais de ions
diferentes acima expostos — TRPV1, ASICs, K,p3.1, K;55.1, K;2.3. No entanto é possivel que os
efeitos dos protons sejam mediados por uma molécula receptora, a qual é separada realmente
do canal de ion que estd sendo modulado. Recentemente, receptores acoplados a proteina
sensiveis ao préton foram identificados® e posteriormente demonstrados em neurdnios do
GRD de pequeno didmetro responsaveis pela nocicepcio®.

Usando um sistema de expressdao em ovdcitos Xenopus, a acidose externa foi demonstrada
modular negativamente a atividade do canal K,;2.1 de humanos®. Os pesquisadores foram
capazes de distinguir um componente rapido e outro lento de diminuicdo das correntes do
canal Ky2.1 resultante da exposicdo ao baixo pH externo. O componente rapido resultou da
protonacdo de residuos extracelulares no canal Ky2.1. Enquanto o componente lento, da
dessensibilizacdo do canal K;p2.1, foi mediado por um GPCR sensivel ao préton que revelou-se
ao ativar a PLC. Existe um numero de vias em que a ativacdo da PLC poderia potencialmente
modular a atividade do canal K,»2.1 — consulte a Figura 4.2 — C para obter exemplos.

A pesquisa descrevendo GPCRs sensiveis ao proton mostra que o receptor se encontra inativo
em pH 7,8 e totalmente ativado em pH 6,8. Assim, apenas a acidificacdo extracelular de fraco a
moderado pode ativar totalmente receptores acoplados a proteina G sensiveis ao proton,
tornando-os receptores ideais para a detecc¢do da acidificacdo extracelular.
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Acido Lisofosfatidico

O dcido lisofosfatidico (LPA — 1-acil-sn-glicerol-3-fosfato), o glicerofosfolipideo mais simples, é
constituido por um mol de acidos graxos por um mol de lipideos; sendo que o acido graxo
pode ser saturado ou insaturado, dependendo do tecido.

As vias que podem dar origem a producdo do LPA estdo ilustradas na Figura 4.6. O LPA é
rapidamente produzido e liberado das plaquetas ativadas e mais abundante no soro —
concentragdo de 1 a 5 uM — do que no plasma. Onde o plasma é a parte liquida do sangue que
é separada das células do sangue e o soro é o liquido restante apds centrifugacdo do plasma,
para precipitar o coagulo.
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PC — fosfatildil colina; PLD — fosfolipase D; PLA, — fosfolipase A,;
PIP, — fosfadilinositol bifosfato; PLC — fosfolipase C; DAG — diacilglicerol; IP; — inositol trifosfato.

Fig. 4.6 — Vias de produgao do acido lisofosfatidico a partir da membrana celular.

Até agora foram identificados sete GPCRs associados ao LPA, os receptores do acido
lisofosfatidico — LPA; a LPA;,. A injecdo intraplantar de LPA provoca respostas de nocicepc¢do
em camundongos®.
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Os efeitos do LPA foram investigados nos canais K,2.1, utilizando-se como sistema de
expressao em ovacitos Xenopus.

Numa concentragdo fisioldgica de 1 uM, o LPA diminuiu drasticamente as correntes do canal
K;p2.1; um efeito que durou alguns minutos e mostrou-se reversivel ao ser lavado. O pré-
tratamento com um inibidor da PLC (U-733122) bloqueou completamente a diminui¢do das
correntes do canal K,»2.1 induzida pelo LPA.

Além disso, os experimentos indicaram que a PLC foi, provavelmente, ativada por receptores
LPA enddgenos e resistentes em ovdcitos Xenopus.

Os efeitos do LPA sobre correntes do canal de sédio controladas por voltagem de subunidade
alfa (Nay) em neurdnios do GRD de ratos também foram investigados®. O LPA suprimiu as
correntes do canal Nay sensiveis a tetrodotoxina (TTX-S) e aumentou no canal Nay resistentes a
tetrodotoxina (TTX-R). Voltaremos a discutir o canal Nay e a tetrodotoxina, na Parte — V, quando
considerarmos o papel dos canais de ions controlados por voltagem (VGICs).

O fator de crescimento neural (NGF) é um fator tréfico que promove a sobrevivéncia dos
nociceptores. O receptor de alta afinidade ao NGF — receptor da tirosina quinase neurotrdfica
tipo um (TRK1) — é expresso em nociceptores de animais adultos, sendo que o nivel do NGF
esta elevado na pele inflamada.

Usando uma proteina sintética, TRK1-lgG, para sequestrar o NGF, verificou-se que a
administracdo conjunta de TRK1-lgG com carragenina bloqueou a hiperalgesia resultante da
inflamac3o induzida pela carragenina®’.
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Além do mais, o receptor TRK1 medeia a hiperalgesia causada pelo NGF, porque o NGF ainda
pode induzir hiperalgesia térmica em camundongos nocautes para LNGFR — receptor de baixa
afinidade ao fator de crescimento neural®®.

Estes resultados sugerem fortemente que o NGF esta envolvido na regulacdo da sensibilidade
a dor em animais adultos. Além do mais, a hiperalgesia térmica na pata traseira dos animais
desenvolveu-se em minutos apés a injecdo de NGF, sugerindo que a transcricdo do gene nao
estava envolvida®.

A fim de examinar os efeitos diretos do NGF nos nociceptores em experiéncias de animais
adultos, alguns experimentos com neurdnios do GRD dissociados foram realizados.

Assim, observou-se um rapido aumento da corrente induzida pela capsaicina com a aplicacdo
do NGF nesses neurdnios do GRD isolados®>**
dos alvos do NGF é o canal TRPV1.

. Estes resultados indicaram claramente que um

Experimentos subsequentes, usando neurdnios do GRD e sistemas de expressdao para tentar
elucidar as vias de sinalizagdo envolvidas na sensibilizacdo pelo NGF, forneceram resultados
conflitantes até agora.

Nesta parte foram revistas sucintamente as evidéncias sobre os mediadores quimicos que
desempenham um papel importante no nociceptor.

No diagrama da Figura 4.7, os canais de ions e os receptores — receptores acoplados a proteina
G (GPCRs) e receptor da tirosina quinase (RTK) — considerados envolvidos na execuc¢do de
acOes dos mediadores quimicos, sdo mostrados.

Finalmente, na Tabela 4.1 a seguir, encontram-se listados os receptores acoplados a proteina G

(GPCRs) de cada mediador, os canais de fons e os segundo mensageiros considerados
importantes para os mecanismos de transducao de sinal que ocorrem nos nociceptores.
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5HT

LGICs Canais de ions Controlados por Ligantes Mediadores Quimicos
5-HT; receptor da serotonina do tipo trés 5-HT  serotonina
P2X; purinoceptore de ions controlado por ligante trés. ATP trifosfato de adenosina
P2X,/3 purinoceptores heteroméricos ATP trifosfato de adenosina
RTK Receptor da Tirosina Quinase Mediador Quimico
TRK1 receptor da tirosina quinase neurotrdfica tipo um NGF fator de crescimento neural
GPCRs Receptores Acoplados a Proteina G Mediadores Quimicos
5-HT;a receptor da serotonina do tipo dois subtipo A 5-HT serotonina
B, receptor dois de bradicinina BK bradicinina
EP receptor de prostanoide E PGE, prostaglandina E;
P receptor de prostaciclina PGI, prostaciclina
P2Y, purinoceptor acoplado a proteina G dois ATP trifosfato de adenosina
PAR2 receptor ativado por proteases dois triptase
pH potencial hidrogenidnico H préton
LPA, receptor do acido lisofosfatidico um LPA acido lisofosfatidico
TRPV1 receptor de potencial transitdrio vaniloide membro um
TRPV4 receptor de potencial transitdrio vaniloide membro quatro
TRPA1 receptor de potencial transitério anquirina membro um
VGICs  Canais de ions Controlados por Voltagem

Kap canais de potassio de dois poros

Fig. 4.7 — Os canais e receptores envolvidos na transducao de sinal do nociceptor.
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Nociceptores: as células que sentem dor

Tab. 4.1 — Mecanismos envolvidos na transdugao de sinal do nociceptor.

Mediador Hiper- | GPCRs Viasdos
Qulmlco Aguda algesia Metabotrépicos undo Mensageiros

DAG — PKCe

PLC-B —
TRPV1 ° LPIP,
pLA, » COX PGE, ~ PKA
Sim Sim B, 2 LOX — 12-HPETE
LPIP,
PLC-B —
TRPA1 B tIp;— t ca®

PLA, @ COX — PGE, - PKA

TRPV1 PLA,— PKA
P2X
3 TRPA1
. . P2X;/3
Sim Sim DAG — PKCe
P2Y, TRPV1 PLC-B —
L PIP,

Kyp2.1(?)
TRPV1

PLC-B

Préton

TRPV1
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Subsequente a ocorréncia da transducao sensorial do estimulo nocivo em potencial de
receptor, a resposta deve ser transformada ou codificada em uma série de potenciais de acgdo,
gue ao chegar ao terminal sindptico, culminam na liberacdo do neurotransmissor — ou seja, a
informacao é transmitida a medula espinhal.

Os canais de ions controlados por voltagem (VGICs) entre eles; os canais de sédio controlados
por voltagem de subunidade alfa (Nay), os canais de potdssio controlados por voltagem (Ky), os
canais de cdlcio controlados por voltagem (Cay) e os canais de cdtions controlados por
nucleotideos ciclicos ativados por hiperpolarizagdo (HCN), participam desse processo de
codificagdo.

Na medida em que existem mais VGICs nos nociceptores em comparagao com outras regides
do sistema nervoso e do organismo, tornaram-se alvos para o desenvolvimento de novos
farmacos anestésicos ou analgésicos.

Os canais de sédio controlados por voltagem de subunidade alfa (Nay) sdo essenciais para
codificar o potencial do receptor em uma série de potenciais de a¢do e conduzi-los ao longo do
axonio.

Os canais Nay sdo compostos de uma subunidade alfa (o) na formagdo da regido de poro e
pelo menos uma subunidade beta (3) auxiliar. As subunidades 3 sdo multifuncionais: modulam
a comporta do canal, regulam o nivel de expressdo do canal e o modo como as moléculas de
adesdo celular interagem com a matriz extracelular e o citoesqueleto. A familia da
subunidade o formadora da regido de poros tem nove tipos conhecidos, denominados Nay1.1
a Nay1.9; entretanto nem todos estdo presentes nos neurénios do GRD.



Os neuronios diferem na forma dos seus potenciais de acdo e também na taxa e regularidade
no qual disparam os potenciais de acdo. De modo que o nociceptor mecanotérmico dispara os
potenciais de acdo com uma dura¢do mais longa, varios milissegundos (ms), e uma taxa
relativamente lenta, normalmente num intervalo menor do que 10 por segundo — reveja na

Parte —1.

Uma maneira de distinguir as duas classes gerais dos canais Nay se da com base na sua
sensibilidade a tetrodotoxina (TTX) — uma neurotoxina potente* que bloqueia os potenciais de
acdo nos nervos por ligacdo aos poros da subunidade a. Nem todas as subunidades a sdo
sensiveis a TTX; por consequéncia, podemos distinguir entre os canais sensiveis (TTX-S) e os
resistentes (TTX-R) a tetrodotoxina. Os neurdnios nociceptivos expressam tanto os canais Nay
TTX-R como TTX-S. Os canais Nay TTX-S — Nay1.1, Nay1.3, Nay1l.6 e Nay1l.7 —e os TTX-R — Nay1.8
e Nayl.9 — estdo envolvidos no funcionamento dos nociceptores em estados normais e
patoldgicos.

A caracterizacdo da contribuicdo especifica dos canais Nay ao funcionamento dos neurdnios do
GRD é limitada pela falta de bloqueadores seletivos dos canais. A geracdo de camundongos
nocautes para Nay especificos oferece uma solucdo opcional para essa questdo e assim estes
animais podem ser caracterizados pelo comportamento nociceptivo. Além disso, os registros
eletrofisioldgicos podem ser realizados nesses animais para caracterizar ainda mais a
contribuicdo dos canais especificos a deteccdo de estimulos nocivos.

Os canais Nay TTX-R — Nay1.8 e Nayl.9 — sdo expressos predominantemente em pequenos
neurénios do GRD, que incluem células nociceptivas e parecem desempenhar um papel
importante nos mecanismos da dor. Também, a expressao preferencial do canal Nay1.8 e do
Nay1.9 em pequenos neurdnios do GRD sugere que estes canais sdo bons alvos para o
tratamento farmacoldgico de dor.

O canal de sédio controlado por voltagem de subunidade alfa do tipo VIl (Nay1.8) é expresso
principalmente em aferentes nociceptivos de pequeno didametro e os camundongos nocautes
para Nay1.8 apresentam um aumento pronunciado no limiar a estimulos mecanicos nocivos®>.
Os camundongos em que a toxina diftérica A (DTA) foi usada para eliminar os neurénios que
expressam o canal Nayl.8, também mostraram um aumento pronunciado no limiar aos
estimulos mecanicos nocivos.

x
Conhecida como “toxina do baiacu”
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Interessante, nestes animais, as respostas ao calor nocivo eram semelhantes aos
camundongos normais e o desenvolvimento da hiperalgesia inflamatdria apareceu
tardiamente. Estes resultados podem ser explicados se os canais Nayl.8 estiverem
especificamente localizados em nociceptores mecanossensitivos, que determinam sua
excitabilidade.

Neste contexto, os canais Na, TTX-R foram encontrados em densidades suficientemente
elevadas nos terminais periféricos dos nociceptores, que determinaram sua excitabilidade®.
Alternativamente, o nocaute para Nayl.8 pode interromper o aparelho mecanossensitivo
localizado no terminal nociceptor. Além do mais, as pesquisas sobre o papel exato do canal
Nay1.8 na nocicep¢do mecanossensitiva e o desenvolvimento de bloqueadores dos canais
Nay1.8 mais especificos ajudaria a esclarecer a situacao.

Complementando, além do aumento do limiar aos estimulos mecanicos nocivos, os
camundongos nocautes para Nay1.8 também exibiram perda da sensibilidade aos estimulos de
frio nocivo. A perda da sensibilidade ao frio nocivo provavelmente ocorre porque o canal
Nay1.8 parece ser o Unico dos canais Nay que permanece funcional em temperaturas muito
baixas™*. Adicionalmente, a corrente de sédio (ly,) muito reduzida era necessaria para disparar
o canal Nay1.8 e gerar potencial de a¢do no frio do que a 30 °C para os terminais nociceptivos
tratados com TTX™.

A diminuicdo do limiar para desencadear potenciais de a¢do em temperaturas baixas,
provavelmente, resulta de um aumento na resisténcia de entrada da membrana, devido ao

fechamento dos canais de potdssio de dois poros (Kyp)**"".

O fechamento dos canais K,p promove a despolarizagdo da membrana como também aumenta
a resisténcia de entrada da membrana. Assim, menor quantidade de corrente iniciada por
estimulos nocivos sera necessaria para desencadear o potencial de agdo — consulte a Figura 4.1.

Em relacdo aos canais TRP serem considerados sensores ao frio, os camundongos DTA
apresentam uma expressdo reduzida do sensor ao frio — TRPA1 — e apresenta uma supressao
quase completa da segunda fase da resposta a formalina, que foi atribuida por alguns
pesquisadores, como resultado da ativacdo do canal TRPAL. Por outro lado, a expressao de
outro sensor ao frio, o TRPMS, parece ser normal em camundongos DTA.
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Baseado nesses resultados pode-se fazer um modelo preliminar para a transduc¢do do frio
nocivo no nociceptor mecanotérmico, em camundongos — conforme ilustrado na Figura 5.1. A
exposicdo a uma temperatura baixa nociva, em torno de 0 °C, resulta na ativagdao dos canais
TRPAL e a inibicdo dos canais Ky, a resultante despolarizagdo excita os canais Nay1.8 e os
potenciais de acdo se propagam até a medula espinhal. O aparelho mecanossentivo
constituido pela contra corrente Nay1.8 foram retirados da ilustragdo para simplificar.

TRPA1

aberto
Na,1.8

frio potencial de ag&o
\ /excnar ’
fechado }Z{/

TRPA1 — canal do receptor de potencial transitério anquirina um; K,p — canal de potassio de dois poros;
Nay1.8 — canal de sédio controlado por voltagem alfa do tipo VIII.

Fig. 5.1 — Modelo da exposi¢ao do nociceptor ao frio.
Uma exposi¢cdo do nociceptor mecanotérmico a temperatura baixa, em torno de 0 °C abre os canais
TRPA1 e fecha os canais Kyp, que por sua vez ativam os canais Nay1.8 excitando o nociceptor.

O canal de sédio controlado por voltagem de subunidade alfa do tipo IX (Nay1.9) é expresso na
maior parte dos neurdnios do GRD que também expressam o canal Nayl1l.8, embora um
niimero muito pequeno de células do GRD expressem outros canais Na,>®

A resposta comportamental a estimulos nocivos — mecanico, calor ou frio — ndo foram
diferentes em camundongos nocautes para Nayl.9 quando comparados aos camundongos
selvagens®'% . Além disso, os experimentos em que se utilizam uma preparacdo de pele-nervo
indicam que os limiares aos estimulos mecanico e térmico foram os mesmos nos camundongos
nocautes e selvagens. Em contraste, a hipersensibilidade resultante da inflamacgao periférica
produzida pela injecdo intraplantar do adjuvante completo de Freund (CFA) foi
substancialmente reduzida nos camundongos nocautes, assim como a hipersensibilidade

resultante da injecdo intraplantar de formalina ou carragenina.
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Na Parte — IV foi demonstrado que o limiar ao estimulo nocivo é reduzido por multiplos
mediadores inflamatérios — como PGE,, BK, ATP e 5-HT — que agem através de multiplas vias
de sinalizagdo intracelulares — por exemplo, PLC-B, PKA e PKC. Também, foram apresentadas
evidéncias de que estas vias intracelulares constituem alvos dos canais TRPV1, TRPA1, TRPV4 e
K,p para produzir a hipersensibilidade.

As pesquisas apresentadas acima sugerem que o canal Nay1.9 também pode ser um alvo para
esses mediadores inflamatérios e via de sinalizacdo intracelulares. Porque os mediadores
inflamatdrios mencionados acima agem através dos GPCRs, a hipdtese de que a ativacdo da
proteina G seria necessdria para regular o canal Nay1.9 foi avaliada. Descobriram que a
amplitude de uma corrente de sddio (ly,) TTX-R, atribuida ao canal Nayl.9, registrado em
pequenos neurdnios do GRD com menos de 25 um de diametro, foi aumentada mais de trés
vezes por 500 uM intracelular de GTP-y-S — um analogo da GTP ndo hidrolisavel™.
Provavelmente, o GTP-y-S esta funcionando por ligacdo a uma proteina G, e é mantido no

estado ativo porque o GTP-y-S é resistente a hidrdlise da GDP — reveja na Parte - IV.

Uma pesquisa mais recente demonstrou que a natureza da corrente de sodio (ly,) TTX-R de

%2 Ainda que estas conclusdes

regulacdo positiva ocorreu, realmente, no canal Nayl.9
indiquem a participagdo de uma proteina G, ndo apontam para a via de sinalizagdo intracelular
gue é ativada pela proteina G. Uma possibilidade é que a proteina G ativada, pela ligacdo

GTP-y-S, interage por mecanismo direto com o canal Nay1.9.

Em 2006, foi relatada a existéncia de um grupo de individuos em trés familias que exibiam uma
incapacidade congénita de sentir dor, comportando-se por outro lado, de maneira
aparentemente normal’®. A perda da capacidade de sentir dor foi demonstrada como
resultado da disparidade de mutagGes no gene SCN9A que codifica a subunidade o do canal de
sédio controlado por voltagem de subunidade alfa do tipo VIl (Nay1.7) TTX-S que sdo expressos
em niveis elevados nos neurénios nociceptivos do GRD.

Antes desta constatacdo, os camundongos nocautes para Nayl.7 foram encontrados mortos
logo apds o nascimento, assim o canal Nayl1.7 foi excluido e ndo trouxe informacgdes uteis do

que as conclusdes do nocaute global para Nay1.7, em seres humanos™

. Consequentemente, o
canal Nayl.7 é um alvo excelente para o desenvolvimento de novos analgésicos para o

tratamento de dor.

Ha evidéncia que as mutagdes pontuais no gene SCN9A podem resultar num aumento da
sensacdo de dor. Na eritromelalgia ou eritermalgia primaria, uma neuropatia crénica dolorosa,
com episddios de dor em queimacdo e vermelhiddo das extremidades, sobretudo orelhas,

apresentam mutagdes no gene SCN9A que codifica a subunidade o do canal Nay1.7*®.
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As propriedades eletrofisioldgicas do canal Nayl.7 foram avaliadas em mutantes e sdo as
mesmas encontradas em pacientes com eritromelalgiam. Os canais mutantes exibiram
hiperexcitabilidade provocada por uma mudanca de hiperpolarizacao na ativagdo e por uma
lentiddo na desativagdo e inativacdo.

A dor cronica, algumas vezes, se desenvolve apés o ferimento ou doenga que lese um nervo.
Uma variedade de altera¢cdes ocorre tanto em nivel de nociceptores como, também, no
sistema nervoso central apds a lesdao do nervo. Entre essas alteracdes, hiperexcitabilidade dos
neurdnios do GRD estd documentada apds o ferimento dos axonios periféricos do GRD.

Logo, foi proposto que a hiperexcitabilidade dos neuronios do GRD podem contribuir para a
dor neuropatica'” e que a regulacdo positiva do canal de sédio controlado por voltagem de
subunidade alfa do tipo 11l (Nay1.3) contribui para a hiperexcitabilidade anormal dos neurénios

do GRD que inervam o ferimento™®.

O canal Nay1.3 TTX-S expresso em neurdnios por todo o sistema nervoso embriondrio, o qual
é regulado negativativamente em animais adultos. Entretanto, o comportamento normal se
desenvolve em camundongos nocautes para Nayl.3, sugerindo que a expressdao do canal

Nay1.3 n3o é necessaria para o desenvolvimento da dor neuropatica'®.

Se bem que os canais de soédio controlados por voltagem de subunidade alfa do tipo | (Nay1.1)
e do tipo VI (Nayl.6) serem expressos em nociceptores, as suas funcdes especificas, na
nocicep¢ao e na sensacao de dor, ndo foram esclarecidas ainda.

Na Parte — IV consideramos um numero de situagdes nos quais os mediadores quimicos
parecem excitar — despolarizar — os nociceptores por bloquear a P, em repouso.
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O fechamento de canais de potdssio de dois poros (K,p), além de despolarizar a membrana,
também aumenta a resisténcia de entrada da membrana, assim menos corrente exdgena é
necessaria para desencadear o potencial de acdo. Outra forma de aumentar a eficdcia das
correntes internas iniciada por estimulos nocivos no disparo de potenciais de acdo é inibir a
despolariza¢do ativada por canais de potdssio controlado por voltagem (Ky). Nos neurdnios do
GRD de ratos, a PGE, e o0 analogo estdvel da PGl, — carbaPGl, — suprimiram a corrente externa

dos canais de potassio controlada por voltagem™™.

Os canais de potdssio de dois poros (K,) podem desempenhar outro papel na nocicepgao,
tendo-se verificado que os membros da subfamilia dos canais Ky, — membro um (K,2.1) -
[TREK-1], quatro (K,p4.1) - [TRAAK] e dez (K,10.1) - [TREK-2] — sdo ativados por estimulos
mecanicos e térmicos™. Além disso, estes canais s3o colocalizados com os canais de cations
do receptor de potencial transitério — TRPV1, TRPV2 e TRPM8 — em neurbnios do ganglio

trigeminal**%.

Por outro lado, atividade dos canais Kyp — Kyp2.1, Kypd.1 e K5p10.1 — é muito baixa com
temperatura em torno de 24 °C e aumenta a 37 °C. Adicionalmente, o estiramento de
membrana aumenta a atividade desses canais a 37 °C. A atividade desses canais continua a
aumentar até 42 °C, temperatura maxima para a quais medicOes precisas poderiam ser feita
em sistemas de expressao. O canal TRPV1 é ativado a temperaturas acima de 42 °C — reveja na
Parte — .

Supondo-se que a atividade dos canais Ky,p — K»p2.1, Kyp4.1 e K»p10.1 — continue a aumentar
com temperaturas superiores a 42 °C, assim a ativacao desses canais aumenta a P e tende a
neutralizar a excita¢do, em nociceptores. Dessa maneira, foi sugerido que os estimulos nocivos
mecanicos ou térmicos ativariam esses canais promovendo ajustes ou se contrapondo a

13114 isto €, a ativacdo do nociceptor por estimulo, mecanico ou térmico, nocivo é

excitacao
um equilibrio entre a despolarizacdo causada pela ativacdo de um dos canais de ions
excitatérios, mecanossensorial ou termossensorial, e a hiperpolarizacdo causada pela ativacdo

de um desses canais Kyp.

A morfina alivia a dor e o principal ingrediente ativo do d6pio tem sido conhecido por séculos. O
efeito analgésico da morfina é principalmente atribuido por ativagdo dos receptores opioides
no sistema nervoso central (SNC). Entretanto, a morfina atua no SNC e no sistema nervoso
periférico (SNP) provomendo analgesia.
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Uma variedade de experimentos sugeriu a existéncia de pelo menos trés tipos de receptores
opioides: mu (u), delta (8) e kappa (k); designados respectivamente: MOR, DOR e KOR. Os
efeitos analgésicos da morfina sdo drasticamente reduzidos em camundongos nocautes para
MOR, sugerindo que os MORs medeiam primariamente analgesia™™. Além do mais, os estudos
comportamentais em rato mostraram que os efeitos analgésicos da morfina administrada
perifericamente também parecem ser mediados pelo MOR, mas nao sdo facilmente
detectdveis no tecido normal; os efeitos sdo apenas aparentes quando os receptores estao
sensibilizados, como em casos de hiperalgesia'™®.

Utilizando uma preparacdo de pele-nervo de rato, foram comparados os efeitos da morfina
sobre as propriedades da resposta dos nociceptores que inervam a pele normal e a pele

W A morfina n3o teve nenhum efeito significativo sobre a resposta dos

inflamada
nociceptores aos estimulos mecanicos ou térmicos na pele normal. No entanto, os
nociceptores que inervavam a pele inflamada apresentavam limiares mais baixos aos estimulos
mecanicos nocivos, sendo que as respostas aos estimulos nocivos, mecanico e térmico, foram
elevadas pela administracao periférica de morfina, inibindo a atividade dos nociceptores

cutaneos nas condi¢Oes de inflamacgao.

Estes resultados indicam que a morfina agiu sobre os receptores opioides, localizados na
regido de transdugdo sensorial do nociceptor — consulte na Figura 1.3 — que fazem a mediacgdo
analgésica durante a inflamacao local.

Sabe-se ha algum tempo que altos niveis de glicose no sangue antagonizam a analgesia da
morfina e sugeriu-se que o efeito poderia ser devido aos niveis elevados do ATP intracelular*®®.

Posteriormente, foi demonstrado que a glibenclamida — um hipoglicemiante oral — bloqueador
dos canais de potdssio de retificagdo interna (K;) sensivel ao ATP [Karp], antagoniza analgesia
da morfina induzida em camundongos, sugerindo que a morfina atuaria ativando esses
canais*®.

Os canais K;, (K;6.1 ou K;6.2) constituem um tipo do canal de potdssio — composto por quatro
subunidades regulatdrias dos receptores sulfonilureia (SURs) e quatro poros sensiveis ao ATP
que geram as correntes de retificacdo interna do potdssio (ly;). Os canais K;, atuam como
sensores metabdlicos e quando os niveis do ATP intracelular sdo elevados, os canais se
fecham.
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Em neurbnios do GRD de ratos sensiveis a capsaicina, o diazoxido — um relaxante da
musculatura lisa — agonista dos canais K;, reverte a sensibilizacdo produzida pela PGE,,
indicando que a ativacdo dos canais K; pode reverter a excitabilidade exacerbada nos

neurdnios do GRD'®.

Os receptores opioides sdo GPCRs, o que levanta a questao de qual via o segundo mensageiro
intracelular medeia a via de a¢do da morfina aos canais K;,. Exatamente para isso, foi sugerido
que a morfina ativa canais K;; através da via do dxido nitrico (NO) — guanosina monofosfato

ciclico (cGMP) = proteina quinase G (PKG)"" %,

Os MORs também foram localizados no terminal sindptico dos neur6nios do GRD na medula
espinhal’®*'**. Além do mais, a morfina aplicada na medula espinhal reduziu a libera¢do da
substédncia P (SP) evocada pela estimulagdo do nervo ciatico'”. Adicionalmente, os receptores
opioides ativados suprimiram a transmissdao sindptica excitatdria, mas ndo a transmissao
inibitéria em neurdnios da medula espinhal de ratos adultos'?. Em conjunto, estas
constatacdes indicam que os receptores opioides desempenham um papel na regulacdo da
liberacdo do transmissor no terminal pré-sindptico dos nociceptores.

Dois mecanismos poderiam contribuir para a inibicdo pré-sinaptica da liberagdao do transmissor
pelo agonista opioide: em primeiro lugar, como discutido acima, a morfina poderia ativar os
canais K, no terminal pré-sindptico, e deste modo provocar a hiperpolarizagdo do terminal e a
diminuicdo da resisténcia de entrada no terminal. Isto reduziria a capacidade dos potenciais de
acdo para despolarizar o terminal e ativar os canais de calcio, que por sua vez reduziria o
influxo do cétion célcio (Ca®*) resultante e a consequente liberacdo do transmissor. Em
segundo lugar, os opioides poderiam inibir diretamente os canais de cdlcio controlados por
voltagem (Cay) no terminal sindptico.

Usando o sistema de expressdao em ovdcitos Xenopus para os canais de cdlcio neuronal e os
receptores opioides, a ativacdo do receptor da morfina com uma encefalina sintética —
DAMGO - resultou numa inibicdo rapida das correntes de cdlcio (lc,)"”’. Os MORs dos
neurdnios do GRD, em ratos, sdo acoplados negativamente a trés tipos de canais de calcio de
alto limiar, que desempenham um papel na transmissdo sinaptica’?®. Sugeriu-se que os
receptores opioides inibem os canais de cdlcio por meio de uma a¢do direta na proteina G
associada ao canal de célcio, e n3o via segundo mensageiro*®’.

Em resumo, as evidéncias disponiveis indicam que a agdo inibitéria dos opioides sobre a

liberacdo do transmissor ocorre através da ativacdo dos canais K. e/ou inibicdo dos canais de
calcio no terminal sinaptico.
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HCN

As correntes de membrana resultante da ativacdo dos canais de cdtions controlados por
nucleotideos ciclicos ativados por hiperpolarizagdo (HCN) foram primeiramente descritas em

neurdnios do GRD isolados, ha mais de 25 anos™.

N3o era conhecido até os ultimos anos qual o possivel papel dos canais de cdtions HCN na dor
neuropética®’. Vamos considerar a seguir, as propriedades gerais dos canais HCN, seu papel
na regulacdao da frequéncia de disparo em alguns neur6nios do GRD e também aquelas
propriedades que irdo se revelar Uteis para compreender o possivel papel dos canais HCN na
dor crénica, que veremos na Parte — VI.

Registro intracelular

O registro intracelular envolve a medicdo de voltagem e/ou de corrente através da membrana
celular — veja a Figura 5.2.

amplificador do
potencial de membrana

gerador
de sinal
+—#—— eletrodo
intracelular
eletrodo  .—
I l extracelular !
‘. fibra nervosa
+4 4
amplificador de L 4
retroalimentacao T

r—{ " ——

monitor de corrente

Fig. 5.2 — Esquema para medidas de voltagem e de corrente em nervos.

Os microeletrodos usados para o registro sdo micropipetas de vidro, preenchidas com uma solugao de
composicdo idnica semelhante ao liquido intracelular. Um filamento de prata estd inserido na
micropipeta, e conecta eletricamente o eletrdlito ao amplificador e ao circuito de processamento do
sinal. A voltagem medida pelo microeletrodo é comparada com a voltagem de um microeletrodo
referéncia, geralmente um filamento revestido de prata em contato com o fluido extracelular ao redor
da fibra nervosa.
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A técnica grampeamento de voltagem permite ao experimentador um pulso de voltagem num
valor escolhido. Dessa maneira, torna-se possivel medir quanto de corrente ibnica atravessa a
membrana neuronal com uma voltagem determinada. Isto é importante porque muitos dos
canais iGnicos de um neurdnio sdo canais de jons controlados por voltagem (VGICs), os quais
abrem somente quando a voltagem de membrana esta dentro de determinado intervalo de
tempo — reveja na Figura 4.1.

A técnica grampeamento de corrente registra o potencial de membrana quando é injetada
uma corrente no axonio através do eletrodo de registro, ou seja, como um neur6nio responde
guando uma corrente elétrica é inserida no seu interior. Isto é importante, por exemplo, para
entender como os neurdnios respondem aos neurotransmissores que atuam abrindo os canais
de ions na membrana.

Ao contrdrio do modo anterior, o potencial de membrana é livre para variar e o amplificador
registra qualquer voltagem gerada no neurdnio por conta prépria ou por estimulacdo.

Os canais de cations HCN sdo ativados por um pulso de voltagem em hiperpolarizacdo para
potenciais mais negativos entre -50 mV a -60 mV, o qual é préximo dos potenciais de repouso
da maioria das células. Estas correntes de hiperpolariza¢cdo (l,) dos canais HCN foram
primariamente denominadas de Iy “engracado” e I, “esquisito”, porque ao contrdrio da
maioria VGICs, foram ativadas em hiperpolariza¢do ao invés da despolarizagao.

Utilizando o grampeamento de voltagem — veja a Figura 5.3 — A, um pulso de voltagem em
hiperpolarizagdo ativa uma corrente interna de desenvolvimento lento — a corrente de
hiperpolarizacdo (l,) — sendo que sua amplitude aumenta com o aumento da hiperpolarizacdo
— ndo mostrado. Logo, se a magnitude da |, é registrada em fun¢do do potencial de membrana
— relagdo Vy/l,, — entdo aparentemente hd uma regido de retificagdo interna “anormal”.

Entende-se por retificacdo interna, os canais que passam correntes — carga positiva — mais
facilmente para dentro — em dire¢dao interna — da célula do que para fora — em dire¢do
externa. Quando descoberta pela primeira vez, a retificacdo interna foi chamada de retificacdo
anémala para distingui-la das correntes de retificagdo externa, mais comumente encontradas.
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Fig. 5.3 — Ativacao e desativacao da corrente de hiperpolarizagao.

A — grampeamento de voltagem — a corrente de hiperpolarizacdo (Ih) é ativada com um pulso e
voltagem de -40 mV para -100 mV e inativada quando a voltagem retorna a -40 mV.

B — grampeamento de corrente — um pulso de corrente ativa lh causando uma curvatura de
despolarizagdo durante a hiperpolarizagdo da membrana.

Vale ainda lembrar que as correntes de retificacdo interna também estdo presentes nos canais
Ky, sendo que os canais de cations HCN s3o permeéveis ao Na* e K* enquanto os canais K;, sdo
permedveis a K*. Por um lado, ativacdo da Iy, tendera a inibir o disparo dos potenciais de ac3o,
porque o potencial de membrana ird se deslocar em direcdo ao Ey, de aproximadamente
oitenta e cinco milivolts negativos. Em contrapartida, a ativacdo da I, tenderd excitar o
nociceptor: dependendo do quociente entre Py /Py, deslocarad o V,, a um valor entre E¢ e Ey,, O

qual despolarizara a membrana no sentido do limiar de disparo dos potenciais de acdo -
reveja na Parte — Il
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Em grampeamento de corrente — veja a Figura 5.3 — B, durante a corrente de hiperpolarizagdo
(In), uma corrente interna é ativada em hiperpolarizacdo subsequente ao potencial de repouso,
gue se manifesta como uma curvatura de despolarizacdo do potencial de membrana. Desde
que, a |, ndo se inative numa determinada voltagem, esta sustentada corrente interna ird
desempenhar um papel determinante no potencial de repouso e na resisténcia de entrada da
membrana.

Porque a rede de corrente da membrana no potencial de repouso é zero, a corrente interna
deve ser equilibrada por uma corrente externa. Essa corrente externa pode ser colaborada por
uma corrente de potdssio (l,) transportada por canais K,p. A participacao da |, para determinar
o potencial de repouso tem uma consequéncia que pode desempenhar um papel
determinante na excitabilidade dos neur6nios. Quando a I, estd presente num axbnio, que
contém canais Nay de baixo limiar e uma quantidade adequada de canais K, ocorre o disparo
ritmico do potencial de acdo.

Num potencial de repouso permissivo apds a hiperpolarizacdo seguindo um potencial de agdo
pode ser suficiente para ativar a I, que pode despolarizar a membrana de volta ao limiar do
potencial de acdo'®. E este potencial de disparo ritmico que desempenha um papel
importante na neuralgia, que veremos na Parte — VI.

Uma familia de quatro genes, em mamiferos, codifica as subunidades dos canais de cations
controlados por nucleotideos ciclicos ativados por hiperpolarizagdo — denominados de HCN1 a
HCN4 — responsaveis pela corrente de hiperpolarizagdo (l,). Cada subunidade do canal HCN é
composta por seis segmentos transmembrana, com um sensor de voltagem e uma regido
formadora de poro. Uma importante caracteristica dos canais HCN é seu dominio de ligagdo
com o nucleotideo ciclico regulado pelo monofosfato de adenosina ciclico (cAMP), e nao
requer a fosforilacdo de proteina.

Os canais HCN2 e HCN4 s3o fortemente modulados por aumento das concentragées de cAMP,
com a voltagem de ativacdo deslocamento para potenciais mais positivos, perto de 10 mV
a 20 mV, enquanto canais HCN1 e HCN3 sdo relativamente insensiveis ao cAMP.
Consequentemente, com aumento do cAMP, um pulso de voltagem de hiperpolarizacao
ativam os canais HCN2 e HCN4.
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Vale ainda lembrar que a PGE, e o PAR2 ativam a PKA por um aumento do cAMP — como
discutido na Parte — IV. Isto levanta a possibilidade de que esses mediadores quimicos podem
sensibilizar os nociceptores deslocando a voltagem de ativacdao dos canais HCN2 ou HCN4 por
um aumento no cAMP. Esta possibilidade foi avaliada em neurénios do GRD usando uma
variedade de técnicas — incluindo um bloqueador da |, potente nao seletivo entre HCN1 a
HCN4 (zD7288)®. Estes pesquisadores descobriram que havia uma populagdo de neurénios
do GRD de didametro menores, 0s quais apresentavam uma |, sensivel ao cAMP.

Além disso, encontraram para estes pequenos neurdnios nociceptivos, que aumentar os niveis
de cAMP desloca a curva de ativacdo de voltagem da I, para mais potenciais de despolarizacao
e causa uma despolarizacdo constante do potencial de membrana em repouso, que foi
bloqueado por ZD7288. Estes resultados sugerem que modulacdo da I, via aumento do cAMP,
desempenha um papel importante na sensibilizacdo dos nociceptores.
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A capacidade de sentir dor tem uma fungdo protetora: adverte-nos da existéncia de lesdo no
organismo ou sua eminéncia, evoca as respostas que minimizam seu prejuizo — reveja Parte — I.
Isto é, a dor por nocicep¢do aguda é um mecanismo de protecdo necessario; em contrapartida,
a dor nociceptiva crénica ndo auxilia evidentemente a sobrevivéncia.

Entre diferentes tipos de dor crénica, a dor neuropadtica esta caracterizada por hiperalgesia e
alodinia, resultante de ferimento ou lesdo do nociceptor. As dores crdénicas sdo
frequentemente intensas, implacdveis e resistentes ao alivio pelas terapias analgésicas
disponiveis. A dor crénica sem evidéncia de lesdo, como na enxaqueca, ndo é considerada uma
neuralgia.

O ferimento pode ocorrer em qualquer local do nociceptor e pode ser o resultado de qualquer
tipo de uma série de lesGes possiveis ao nociceptor. Embora a lesdo, na neuropatia periférica,
seja primariamente no nociceptor, as alteragGes subjacentes a neuralgia podem incluir
alteragGes no sistema nervoso periférico (SNP), na medula espinhal e no sistema nervoso
central (SNC).

Nessa parte final, desta edicdo eletrénica, continuaremos a focar nossa atencdo nas alteracGes
que ocorrem no SNP.

As sindromes de dor crénica podem incluir algia persistente ou paroxistica, com sensagdo de:
choque ou pontada, queimagdo, latejamento, espasmo ou contratura, dorméncia, calor ou frio,
edema, prurido; as quais podem, aparentemente, ser independentes de qualquer estimulo
dbvio. Também podem apresentar sensag¢oes alteradas, como: alodinia e hiperalgesia — reveja
na Parte — IV.



Intuitivamente, poderiamos pensar que quando um nervo aferente é ferido, ird falhar a
transmissdo de informacgdes para medula espinhal. Isto é, poder-se-ia sensatamente, esperar
uma perda das sensacdes, ao invés de uma sensacdao aumentada ou persistente. Isso é o que
acontece quando uma linha de telefone é cortada; ndo se pode fazer ou receber chamadas
telefonicas. Na medida em que pode existir alguma perda de sensibilidade associada a
neuralgia, a analogia com a linha de telefone poderia ser verdadeira. No entanto, a resposta
aumentada ou a presenca de dor sem estimulagdo, implicam diferencas entre um axonio
neuronal ferido e um cabo de telefone cortado.

A questdo torna-se: quais os tipos de alteragbes ocorrem quando um nervo é machucado, que
possam dar origem a neuralgia?

Fisiologicamente, as raizes nervosas espinhais sdo divididas em raizes dorsais para transmissao
sensorial e raizes ventrais para transmissdo motora. As raizes ventrais sdo compostas de
axonios dos neurdnios motores mielinizados. No entanto, nos seres humanos e outros
mamiferos, aproximadamente um terco de todos os axOnios das raizes ventrais sdo

amielinizadas, tém seus corpos celulares no GRD e sdo predominantemente nociceptivas —
veja na Figura 6.1.

medula espinhal Feil el

«—— ganglio da raiz dorsal

raiz ventral

secdo de nervo ——»

coto degenerado —— > ||

Fig. 6.1 — Ganglio da raiz dorsal com os corpos celulares dos nociceptores.
Na cor vermelha, o ax6nio entra na medula espinhal através da raiz dorsal; e na cor azul, o ax6nio entra
através da raiz ventral. O nervo formado pelas duas raizes foi seccionado distalmente.

76



Numa secdo de um feixe nervoso distalmente ao GRD — como na Figura 6.1, 0 coto proximal
que é a porg¢do ainda conectada ao corpo celular e se encontra em condi¢ées mais favoraveis,
ird se regenerar e processar as conexdes periféricas. Entretanto, se o processo de regeneragdo
nao atingir os axbnios distais, surgird no local, uma massa emaranhada, denominada neuroma.
Na porc¢do do coto distal ndo regenerada ocorrerda um processo, denominado degeneragdo
Walleriana, anterdgrado. Assim, se uma porcao das fibras num feixe nervoso for ferida e
submetida a degeneracdo, os macrofagos se movem para seu interior para eliminar os restos
celulares. Dessa maneira, estimulam a proliferacao das células de Schwann, que por sua vez
produzem fatores tréficos, como o fator de crescimento neural (NGF) — reveja na Parte — IV, 0sS
quais ativam programas genéticos relacionados ao crescimento e estimulam a regeneracgao
dos segmentos neurais.

Os modelos de lesdes neurais em animais sao usados para estudar as neuropatias periféricas.

Em animais, onde um neuroma experimental é produzido por secdo de axbnio, a axotomia, do
nervo cidtico, a atividade espontdanea anormal pode ser registrada nas raizes dorsais e nas
fibras nervosas localizadas acima do neuroma. As descargas espontaneas sdo também
ectdpicas: originam-se em lugares anormais, ou seja, das terminacdes nervosas periféricas. A
atividade espontanea pode estar relacionada ao desenvolvimento de dor persistente ou
paroxistica que ocorre em condicGes de neuralgia. Apds axotomia do nervo ciatico, um grande
nimero de genes é regulado positivamente ou negativamente em neurdnios do GRD™***.
Estas mudangas na expressdo dos genes provavelmente levam a um aumento na excitabilidade
dos neurénios do GRD, que é a explicagdo mais simples para atividade espontanea anormal

observada.

Essa possibilidade incluiria a regulacdo positiva dos canais de sddio (Nay) e de cdlcio
controlados por voltagem (Cay), além de regulagdo negativa dos canais de potdssio
controlados por voltagem (Ky), os quais se opGem aos canais excitatérios, e explicariam a
excitabilidade aumentada dos neurénios do GRD apds lesdo de nervos periféricos. Vale ainda
lembrar que foi sugerido que a regulagdo especifica do canal Nayl.3 contribuiria para a
hiperexcitabilidade anormal e atividade espontanea dos neurbnios feridos do GRD. No
entanto, a alodinia e a hiperalgesia desenvolve-se em camundongos nocautes para Nayl.3,
sugerindo que a expressao aumentada do canal Nayl.3 ndo é necessaria ao desenvolvimento
da dor neuropatica — reveja na Parte — V.
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Os efeitos da axotomia do ciatico nas correntes dos canais de calcio (lc,), dos canais de

potassio (lIx) e dos canais de cdtions controlados por nucleotideos ciclicos ativados por

hiperpolarizagdo (l,) foram avaliados em neurdnios do GRD isolados de ratos, das raizes — L4 e

3¢ As correntes transportadas pelos trés tipos de canais

L5 — que dao origem ao nervo ciatico
foram reduzidas em neurénios do GRD apds a axotomia do cidtico, sugerindo que o aumento
da excitabilidade neuronal estd associado com a reducao nas correntes do canal de potdssio

(Ig) — reveja na Parte — V.

Uma das dificuldades em estudar a neuralgia experimental e trata-la clinicamente é que pode
ser causada por varias neuropatias; consequentemente, as sensagdes e as terapias podem
depender da causa particular e qual nervo ou nervos estao envolvidos. O ferimento mecanico
do nervo pode resultar em compressao aguda ou crénica do nervo ou se for mais severo, com
a sec¢do parcial ou total de um nervo.

Alguns modelos de ferimentos mecanicos em nervos foram desenvolvidos e se revelaram uteis
no estudo experimental de neuralgia, nos roedores —veja a Figura 6.2.

ganglio da

L/ raiz dorsal

ligacdo do
nervo espinhal

&

secdo do
nervo espinhal

ligagéo parcial
do nervo ciatico

\\:t)) constri¢ao crénica
\\) do nervo ciatico

segdo de
nervos

Fig. 6.2 — Modelos de ferimentos mecanicos no nervo ciatico de roedores.

O nervo ciatico pode ser parcialmente ligado ou uma constricdo cronica pode ser feita no mesmo.
Também podem ser secionados os nervos provenientes do cidtico. Estes procedimentos tém em comum
o fato de algumas das fibras nervosas da inervagdo da pata dos animais permanecerem intactas e
permitirem testes de alodinia e de hiperalgesia.
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O trauma mecanico ndo é a Unica maneira pela qual um nervo pode ser ferido. O ferimento
também pode ocorrer como resultado de uma doenca metabdlica — diabetes mellitus, uma
infeccdo — neuralgia pds-herpética, uma doenga autoimune — lupus eritematoso ou um trauma
de nervo induzido quimicamente. Complicando mais a situacdo, cerca de um terco das
neuropatias periféricas sdao consideradas de origem idiopdtica — ou seja, resultado de causa
obscura ou desconhecida. E pouco provéavel que alteragdes moleculares Unicas e/ou uniformes
possam explicar os casos de neuropatias acompanhadas de neuralgia com hiperalgesia e
alodinia.

Vale ainda lembrar que a alodinia e a hiperalgesia podem ocorrer no nociceptor e/ou SNC,
consequentemente é necessario determinar se a hipersensibilidade derivada da neuralgia
induzida pela lesdo parcial ou total do nervo é devida a alteracbes nas propriedades
fisioldgicas dos prdprios nociceptores.

Em ratos com ligacdo unilateral dos nervos espinhais lombares — L5/L6, a qual produziu
alodinia e hipersensibilidade no membro ipsilateral, os registros foram obtidos de fibra Unica

localizada distalmente a ligagdo dos nervos do membro®™’

. Os limiares das respostas aos
estimulos mecanicos foram menores e a amplitude das respostas aos estimulos mecanicos
supralimiares foram maiores nas fibras C e A3 nesses animais do que em animais sham
operados. Somente as fibras C eram sensiveis aos estimulos de calor e seus limiares menores,
em animais com ligagdo do nervo que nos animais sham operados. Estes resultados indicam
que os segmentos feridos dos nociceptores na pele se tornam sensibilizados aos estimulos
mecanicos e térmicos, proporcionando evidéncias de que a sensibilizacdo do nociceptor pode

contribuir para a dor neuropatica.

O termo causalgia foi utilizado pela primeira vez pelo médico Silas Weir Mitchell, em 1864,
para descrever a dor em queimacao intensa e profunda sensibilidade as vibragdes ou ao toque,
na regiao de distribuicdo de um nervo periférico ferido, ocorrido durante a guerra.

Entre 1930 a 1940, a causalgia foi associada ao sistema nervoso simpatico e se estabeleceu
que esse tipo de dor esta associado a fun¢do eferente simpatica, a qual foi classificada como
dor de manutengdo simpdtica. Recentemente foi denominada sindrome de dor regional
complexa (SDRC); sendo que sem secdo de nervo — tipo | — classificada como
algoneurodistrofia, e na ocorréncia de se¢ao do nervo —tipo Il — como causalgia.
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Em condi¢Bes normais, a atividade nas fibras simpdticas pds-ganglionares ndo produz dor, nem
é capaz de ativar os nociceptores; no entanto, apds ferimento, os nociceptores do nervo ferido
podem tornar-se excitados com a epinefrina ou a estimulacdo do tronco simpatico. Todavia
nado esta claro se existe um efeito direto do simpatico sobre o nociceptor ou se o efeito é
indireto.

A neuralgia do trigémeo, também chamada de tic douloureux, é uma condicao de dor crbnica
caracterizada por ataques repentinos — paroxismo — de dor facial, com sensacdo de choque,
nas areas de distribuicdo do nervo trigémeo que inclui: a mandibula, os dentes, a gengiva, os
labios, as maxilas e menos frequentemente em torno dos olhos e da fronte.

Estes episddios de sensacdo em choque intensos podem ser disparados por um leve toque em
torno da boca ou da face, ou ainda pelo fato de falar ou comer. Pode ser causado por irritacao
ou estimulacdo do nervo trigémeo por pressdao de um vaso sanguineo sobre a saida do tronco
cerebral. A neuralgia secundaria pode estar associada com a esclerose multipla ou um tumor.

A primeira opcdo de tratamento para a neuralgia do trigmeo é a farmacolégica: os
anticonvulsivantes, como carbamazepina, sdo geralmente eficazes. Pacientes impossibilitados
de tolerar os efeitos colaterais desses medicamentos ou que se tornam resistentes a
medicagao, a neurocirurgia é a préxima opcao.

O farmaco anticonvulsivante gabapentina foi inicialmente sintetizado para imitar a estrutura
quimica do neurotransmissor dcido gama-aminobutirico (GABA). No entanto, considera-se
atualmente, que a gabapentina ndao atua no mesmo receptor do cérebro para o GABA. O uso
como analgésico para o tratamento de neuralgia resultou do relato de casos clinicos sobre seu
efeito analgésico em pacientes com histérias bem documentadas de dor neuropatica.
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A pregabalina foi projetada como um sucessor mais potente da gabapentina e igualmente foi
considerada util no tratamento de dor neuropatica.

Uma proteina de ligacdo de alta afinidade a [*H]gabapentina foi subsequentemente isolada e
em seguida identificada como a subunidade alfa dois delta um (020-1) do canal de cdlicio
controlado por voltagem (Cay)™%. A express3o da subunidade 0.28-1 foi aumentada 17 vezes no
GRD ipsilateral de lesdes nervosas, mas n3o no GRD contralateral™. A maior expressdo da
subunidade 020-1 precedeu o aparecimento da alodinia em animais experimentais e diminuiu
qguando os animais se recuperavam. Estes resultados sugerem que a regulacdo positiva da
subunidade ®28-1 em nociceptores pode desempenhar um papel importante no
desenvolvimento da dor neuropatica apds lesdo de nervo.

Se os efeitos analgésicos da gabapentina e da pregabalina resultam de sua ligacdo com a
subunidade a206-1 do canal Cay e se a ligacdo pode ser bloqueada ou eliminada, o efeito
analgésico deve desaparecer. Foi observado que a substituicdo de alanina por arginina na
posicdo 217 da molécula 0.28-1 previne a ligacdo da gabapentina e da pregabalina. Utilizando
técnicas de gene alvos, camundongos mutantes foram produzidos tendo alanina na posicdo
217 da molécula 028-1'*. Os camundongos mutantes exibiram respostas normais & dor, no
entanto o efeito analgésico da pregabalina durante a fase tardia da dor induzida pela formalina
ou alodinia apds constricdo cronica do nervo cidtico foi perdida, demonstrando
conclusivamente que as acGes analgésicas da pregabalina sdo mediadas pela subunidade
02d8-1 dos canais Cay. Observou-se também nesses experimentos, que a mutagdo na
subunidade a28-1 diminuiu extremamente a ligagdo da pregablina em todo o sistema nervoso
e ndo apenas no GRD ipsilateral a lesdo do nervo.

Na pesquisa mostrando que a maior expressdo da subunidade a26-1 precedeu o aparecimento
de alodinia apds o ferimento nervo, a lesdo foi produzida por ligagdo de um dos nervos
espinhais das raizes L5/L6 em um ponto distal do GRD e proximal a formacdo do nervo ciatico.
Em pesquisa subsequente, trés tipos de ferimentos mecanicos nervosos foram utilizados para
determinar se a regulagdo positiva da subunidade a256-1 no GRD correlaciona com a alodinia
induzida*'. Adicionalmente, a ligacdo de um dos nervos das raizes L5/L6 conforme descrito
acima, foi secionado outro nervo espinhal das raizes de L5/L6 no mesmo local e, em terceiro
lugar, houve constricdo do nervo cidtico de um lado por uma série de ligacGes. Em todas as
trés situagbes, houve um aumento significativo na expressdo da subunidade ¢28-1 no GRD e
alodinia tatil correspondente que foi inibida por gabapentina.
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Estes pesquisadores também estudaram animais exibindo alodinia tatil resultante da
neuropatia diabética e neuropatia téxica induzida por vincristina — um agente utilizado na
guimioterapia do cancer que funciona por inibicdo da polimerizacdao de microtubulos, cujo
principal efeito colateral é a neuropatia periférica. Nesses animais, ndo houve nenhuma
alteracdo significativa na expressdo da subunidade a28-1 no GRD, sugerindo que o nivel da
subunidade a238-1 no GRD ndo é o fator determinante de alodinia tatil durante essas
condicbes de dor neuropatica.

Interessantemente, animais com neuropatia diabética apresentaram alodinia tatil que foi
inibida pela gabapentina, sugerindo o envolvimento da subunidade a23-1 em outros locais
além do GRD. Apesar de a gabapentina e a pregabalina agirem pela subunidade 0.25-1 do canal
Cay e a expressao desta subunidade ser regulada positivamente no GRD, ndo existe ainda
nenhuma evidéncia convincente de que seu local de a¢cdo, como analgésico na dor neuropatica
seja no nociceptor e ndo na medula espinhal ou no sistema nervoso central.

As terapias atuais para o tratamento de neuralgia tém sido descritas como insuficientes, uma
vez que em muitos casos sdo apenas beneficios limitados e tém uma alta incidéncia de efeitos
indesejaveis.

Na busca continua de novas terapias, artemin (ARTN) um dos membros da familia do fator
neurotrofico derivado da célula glial (GDNF), foi avaliado. Sinaliza através do coreceptor alfa
trés da familia do GDNF (GFRa3), os complexos com a molécula RET “rearranjado durante a
transfeccdao” do receptor da tirosina quinase. A expressdao do GFRa3 em adultos estd em
grande parte restrita a células do GRD de pequeno diametro, os quais tém muitos axonios
amielinizados que sdo nociceptores.

Os efeitos do ARTN na hipersensibilidade térmica e tatil, por via subcutdnea, como resultado
de ligagdo do nervo espinhal, em ratos foram pesquisados. Verificou-se que o efeito
sistémico, pela administragdo intermitente, produziu uma reversdo dose dependente na
hipersensibilidade, a qual foi restabelecida apds a cessagdo da administracdo™*?. Em pesquisa
subsequente, os efeitos do ARTN, apds ferimento neuronal, foram especificamente avaliados
em fibras C, ja que a expressdo do receptor GFRa3 é encontrada predominantemente em
neurdnios do GRD de pequeno didametro tendo axénios amielinizados. Nesses estudos, o ARTN
protegeu o ferimento, induzindo alteracGes nas propriedades histoquimica e eletrofisiolégica
das fibras C'*.
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A maconha foi amplamente utilizada para fins medicinais, incluindo a analgesia, nos Estados
Unidos, antes de ser classificada como entorpecente e psicotrépica. Como psicotrdpica, a
maconha estd sujeita a lei das substancias controladas; e como entorpecente, a maconha é
uma droga com alto risco de abuso e ndo aceita para uso médico. No entanto, aprovacdo de
referendo a maconha, passou a ser utilizada com fins medicinais por diversos estados da
América do Norte.

Pesquisas em animais tém indicado que os canabinoides (CB) produzem efeitos analgésicos em
sitio periférico, bem como espinhal e supraespinhal. No entanto, o uso de CB como analgésicos
em seres humanos é prejudicado por seu potencial de efeitos adversos, tais como alucinagdes,
euforia ou disforia, em pacientes que usam tais medicamentos. Seria necessario, antes disso,
obter um agonista CB com eficdcia analgésica, porém com efeitos adversos minimos.

Os efeitos dos CB sdo mediados por ligacdo a dois GPCRs, o receptor canabinoide tipo um (CB,)
e o tipo dois (CB,), que inibem a enzima adenilato ciclase (AC) levando a diminuicdo dos niveis
de monofosfato de adenosina ciclico (CAMP) na maioria dos tecidos e células.

A fim de determinar em que medida os receptores CB; localizados nos nociceptores
promoveriam analgesia em modelos de neuralgia e dor inflamatdria, o CB foi nocauteado dos

nociceptores do SNP de camundongos, preservando-se sua expressdo no SNC'*.

O modelo de neuralgia utilizado consiste da se¢do de dois ou trés ramos terminais do nervo
ciatico — o nervo tibial e o fibular comum, deixando intacto o nervo sural remanescente. Os
efeitos analgésicos do agonista canabinoide (WIN 55,212-2) administrado via sistémica, sobre
a laténcia da resposta aos estimulos térmicos, bem como o limiar de sensibilidade ao estimulo
mecanico, foram analisados apds o ferimento do nervo. A resposta da laténcia ao
WIN 55,212-2 foi significativamente aumentada ao estimulo térmico, assim como o limiar
mecanico foi aumentado. No entanto, os efeitos foram significativamente mais fracos do que
em camundongos nocautes para CB;. Concluiu-se que os receptores CB; expressos em
nociceptores medeiam uma parte significativa da produgao da analgesia induzida pelo CB na
neuralgia. Também, chegou-se a mesma conclusdo para a analgesia produzida por
WIN 55,212-2 durante a dor inflamatéria. Estas conclusdes constituem forte argumento para o
desenvolvimento de novos analgésicos de agdo periférica, a partir de CB sintéticos que nao
cruzem a barreira hematoencefalica.
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Finalmente, vale a pena considerar como os agonistas do CB;, que inibem a AC, levam a
diminuicdo dos niveis do cAMP, que se refletem em analgesia nos modelos de neuralgia e dor
inflamatdria — veja na Figura 6.3.

SLIGRL

TRYPTASE

CB — canabinoides; CB, — receptor canabinoide tipo um; Gi — proteina G inibitdria;

AC — adenilato ciclase; ATP — trifosfato de adenosina; cAMP — monofosfato de adenosina ciclico;
PGE, — prostaglandina E,; EP — receptor de prostanoide E; Gs — proteina G estimuladora;
PAR2 — receptor ativado por proteases dois; PAR1 — receptor ativado por proteases um;

HCN2 — canal controlado por nucleotideo ciclico ativado por hiperpolarizagao dois;
HCN4 — canal controlado por nucleotideo ciclico ativado por hiperpolarizagao quatro;
PKA — proteina quinase A; P — fosforilagdo;

TRPV1 — canal do receptor de potencial transitdrio vaniloide um;

TRPV4 — canal do receptor de potencial transitério vaniloide quatro;

TRPA1 — canal do receptor de potencial transitério da anquirina um;

Fig. 6.3 — Regulagao da funcao do nociceptor pelo cAMP e PKA.

PAR2 e PGE, ativam AC via Gs, assim levam ao aumento na concentragdao do cAMP e a ativagdo da PKA.
Em contraste, PAR1 e CB; inibem AC via G; assim, levando a uma diminui¢do na concentracao do cAMP e
uma diminui¢do na atividade de PKA.
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Na Parte — 1V, consideramos os mediadores inflamatdrios que ativam a enzima AC através da
proteina G estimuladora (Gs). Os ativadores da enzima AC sdo a prostaglandina E, (PGE,) e o
receptor ativado por proteases dois (PAR2). A enzima AC ativada catalisa a conversdo do
trifosfato de adenosina (ATP) em cAMP que, por sua vez, modula a atividade de quatro canais
—HCN, TRPV1, TRPV4 e TRPA1. A atividade dos canais de cations do TRPV1, TRPV4 e TRPA1 sdo
modulados por fosforilagdo (P) da proteina quinase A (PKA) ativada pelo cAMP. Por outro lado,
os canais de cations HCN tém um dominio de ligacdo do cAMP, o qual regula o canal e ndo
requer a fosforilacdo de proteina. O PAR1 e o CB, inibem a AC através da proteina G inibitdria
(G;), e assim, tendem a inibir a ativacdo do nociceptor pelos mediadores inflamatérios PGE, e
do PAR2, dessa forma inibindo a dor inflamatéria.

De que maneira, ent@o, os agonistas do CB; podem causar analgesia na neuralgia?

Um mecanismo possivel é pelos canais de cdtions controlados por nucleotideos ciclicos
ativados por hiperpolarizacéo (HCN) que ja foram também envolvidos na neuralgia, como
veremos a seguir.

O procedimento de colocagdo de ligadura em torno de um nervo espinhal foi originalmente
desenvolvido para se ter um modelo animal de neuropatia periférica em que a neuralgia fosse
acompanhada de alodinia e hiperalgesia®.

Portanto, usando esse modelo foi demonstrado que as fibras A parecem mediarem a alodinia

1% Um mecanismo

mecanica e a hipersensibilidade enquanto as fibras C a hiperalgesia térmica
que poderia explicar a origem da neuralgia é a presenca de atividade espontanea, que poderia
ativar e/ou sensibilizar os neurénios espinhais e, deste modo, contribuir para a dor crénica,
bem como explicar a alodinia e a hiperalgesia. Como mencionado anteriormente, nos animais
em que um neuroma experimental é desenvolvido a partir da se¢do do nervo ciatico, os niveis

elevados de atividade neuronal ectdpica espontanea podem ser registrados.

A fim de determinar o tipo das fibras que contribuem para a atividade espontanea durante a
neuralgia com alodinia e hiperalgesia, um experimento simples foi realizado™’. As ligaduras
foram colocadas em torno do nervo ciatico e os registros da fibra em diferentes tempos pds-
procedimento foram realizados em raizes lombares, que fazem parte do nervo cidtico — como
mostra a Figura 6.4.
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Fig. 6.4 — Sistema experimental de detec¢ao de disparo espontaneo.
Sistema experimental utilizado para determinar o tipo das fibras nervosas que disparam
espontaneamente durante a neuralgia.

Os eletrodos estimulantes foram colocados distalmente e proximalmente ao local de ligacdo
do nervo. Desse modo, a velocidade de conducdo da atividade espontdnea e de axbnios
silenciosos pode ser determinada usando-se os eletrodos estimulantes proximais. Os eletrodos
estimulantes distais foram utilizados para determinar o tipo de fibras que conduziram através
do local de ligagdo. As descargas espontaneas foram observadas em 35 % das fibras A (55),
89 % das quais ndo conduzem através do local de ligagdo, 15 % das fibras AS (20), 65 % das
quais ndo conduzem através do local de ligagdo e apenas 3 % das fibras C (2), as quais
conduzem através do local de ligagdo.

Um experimento subsequente determinou que a atividade espontanea, algumas vezes, se
originava perto ou no préprio local da ligagdo, além do GRD'. Estes resultados indicaram que,
apos o trauma mecanico, varias fibras A e Ad e algumas fibras C dos nervos feridos tornam-se
espontaneamente ativas e essa atividade pode se originar no GRD, perto ou no local do
ferimento. Além disso, algumas fibras com atividade espontanea também inervavam
diretamente a regido afetada pelo nervo machucado.

Muitas das atividades espontaneas das fibras AP e Ad, descritas acima, exibiram um padrdo de
disparo ritmico, sugerindo fortemente a possibilidade de que o padrao de disparo resulta de
uma corrente em marcapasso localizado de maneira subjacente. As correntes de
hiperpolarizagdo (l;) dos canais HCN sdo correntes em marcapasso encontradas em neurdnios
do GRD —discutido na Parte - V.
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Em ratos, nos quais os nervos espinhais L5 e L6 estavam ligados, a alodinia tatil resultante foi
suprimida de maneira dose dependente por ZD7288 — um fadrmaco originalmente considerado

1% por outro lado, o

como um bloqueador especifico de I, ndo seletivo entre HCN1 e HCN4
ZD7288 diminuiu as descargas espontaneas das fibras Ap e Ad. Finalmente, o ferimento neural
aumentou as correntes em marcapasso nos grandes neurbénios do GRD e o potencial de
membrana em repouso desses neurdnios foi significativamente mais positivo do que nos ratos
controles. Estes resultados sugerem que um aumento da I, desempenha um papel importante
no desenvolvimento de alodinia tatil na dor neuropatica. Além disso, estas conclusGes apoiam
a hipétese de que as descargas espontaneas em neurdonios do GRD desempenham um papel

causal na neuralgia.

Em contraste com as conclusdes dos estudos comportamentais e eletrofisioldgicos descritas
acima, o dcido ribonucleico mensageiro (mRNA) do canal HCN e a proteina resultante foram
reduzidos em neurdnios do GRD ipsilateral a ligacdo. Em pesquisa subsequente, o acimulo de
proteina do canal HCN axonal foi encontrada nos locais de ferimento juntamente com uma

130 Estes resultados sugerem que acumulacdo

ligeira diminuicdo nos corpos celulares do GRD.
de canais HCN no local do ferimento axonal ocasionam os disparos ectépicos espontaneos em

potenciais de acdo, que contribuem para a alodinia mecanica na neuralgia.

As conclusdes ligando |h a inducdo de alodinia tatil na neuralgia dependem do nivel de
especificidade do ZD7288, o qual foi questionado pela descoberta de efeitos ndo especificos.
Resultados futuros devem ser aguardados até que se conclua se lh desempenha, de fato, um
papel causal no inicio da alodinia tatil na neuralgia.

O papel do HCN1 na neuralgia foi investigado no modelo de ligacdo do nervo cidtico em
camundongos nocautes para HCN1. Depois da ligacdo do nervo, a hiperalgesia mecanica e
alodinia ao frio foram detectadas em animais controle e nos camundongos nocautes para
HCN1: os niveis de hiperalgesia mecanica foram semelhantes, mas houve uma diminuicdo
significativa da alodinia ao frio em mais de 50 % dos camundongos nocautes. Estes resultados
sugerem um papel causal para HCN1 na indugdo da alodinia ao frio no modelo de neuralgia.

Foi mencionado anteriormente que apds ferimento do nervo, os nociceptores que inervam a
pele tornam-se sensibilizados a estimulos mecanicos e térmicos. Desse modo, a sensibilizacdo
do nociceptor pode contribuir para a neuralgia. Como a alodinia e a hiperalgesia podem
resultar de alteragdes que ocorrem no SNC, pode ser que a atividade espontdnea leve a
hiperalgesia também centralmente.
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Demonstrou-se que a estimulacdo elétrica das fibras C nos seres humanos pode levar a
hiperalgesia, indicando que a atividade elétrica aumentada em fibras C é suficiente para

produzir hiperalgesia central™'

. Ainda que a atividade espontanea continua seja suficiente
para produzir hiperalgesia mecanica, ndo é necessdria; a gangliectomia de L5 no qual os
aferentes sdo removidos resultou em hiperalgesia mecanica comparavel a ligacdo do nervo

espinhal™2.

Em ratos, foi pesquisada a possibilidade da dor espontanea continua na neuralgia ser causada
por disparo espontdneo dos neurbnios nociceptivos. O comportamento de elevacao
espontanea da pata, como um resultado da lesdo do nervo, foi utilizado como indicador de dor
espontanea’. Correlagdo entre a elevacdo espontdnea da pata e a taxa de disparo de
nociceptores C, apds o ferimento ou no modelo que utiliza o adjuvante completo de Freund
(CFA), foi verificada consistente com a possibilidade de uma relag3o causal entre os dois™".

Embora possam existir situacdes em que a neuralgia é o resultado do disparo espontaneo de
aferentes nociceptivos, o inverso em que todos os casos de neuralgia resultam do disparo
espontaneo continuo dos nociceptores, pode nao ser verdadeiro.

No entanto, o que acontece com a atividade espontdnea dos aferentes Af acima descrita:
poderia o disparo espontdneo nesses neurénios ser a causa da neuralgia, bem como alodinia e
hiperalgesia secunddrias?

Uma fragdo substancial dos nociceptores das fibras A parecem conduzir na faixa de velocidade
de condugdo AP — reveja na Parte — I. Desse modo, o disparo espontdneo das fibras AB pode
muito bem ser a causa da neuralgia, bem como de alodinia e hiperalgesia secundarias. Esta
questdo permanece sem resposta, na atualidade.

Em resumo, multiplas localizagGes sdo afetadas pelo ferimento nervoso. As anormalidades
podem ocorrer em nociceptores feridos e ndo feridos, que inervam a regido afetada. Esses
efeitos incluem atividade espontdanea, bem como alodinia e hiperalgesia. Entre os efeitos
centrais, especificamente a sensibilizagdo apds o ferimento nervoso, podem ocorrer também,
embora seus mecanismos ndo tenham sido considerados aqui.
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A toxina botulinica tipo A (BTXA) liga-se ao terminal do nervo pré-sindptico onde é incorporada
na célula e, em seguida, interferindo com o encaixe da vesicula, leva a inibicdo da liberagdo de
acetilcolina (ACh) e da contragdo muscular. Esse mecanismo torna a BTXA util para o
tratamento das doencas decorrentes da contragcdo muscular excessiva, que sao algumas vezes
dolorosas. No entanto, a dissociacdo temporal entre o relaxamento muscular e a analgesia
observada clinicamente sugeriu que o efeito analgésico da BTXA podera ser independente do
efeito de relaxamento muscular.

Em ratos, o uso da BTXA como agente analgésico foi pesquisado utilizando-se o modelo de
ligacdo do nervo ciatico para induzir a dor neuropatica. Uma dose atodxica, injetada intraplantar
e ipsilateralmente, no quinto ou no décimo segundo dia apds a ligacdo do nervo ciatico, foi
capaz de reduzir significativamente a alodinia mecanica durante trés semanas™. Estes
resultados apoiam fortemente a sugestdo de que a BTXA tem efeito analgésico independente
do seu efeito de relaxamento muscular.

Estudo duplo-cego controlado por placebo, para a utilizagdo da BTXA no tratamento da dor
neuropatica foi efetuado em pacientes com dor pds-traumatica/pds-operatéria ou em
neuralgia pds-herpética™® , ou outro grupo com neuropatia diabética dolorosa™’. Em todos os
trabalhos, a BTXA reduziu significativamente a dor neuropatica por periodo de até trés meses.

A dor neuropdtica — ou seja, neuralgia com sensibilizacdo de hiperalgesia e de alodinia — sdo
também associadas as neuropatias periféricas desmielinizantes em seres humanos, tais como
na doenca de Charcot-Marie-Tooth — amiotrofia fibular e na sindrome de Guillain-Barré —
polirradiculoneurite aguda.

O ferimento traumatico do nervo, tal como o que resulta da colocacdo de uma ligadura ao
redor de um nervo também levara a desmielinizagdo do nervo ferido. Consequentemente, é
razoavel se considerar que a desmielinizacdo pode contribuir para o desenvolvimento da dor
neuropatica.
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A possibilidade da desmielinizacdo para o desenvolvimento de dor neuropdtica foi pesquisada
usando o agente desmielinizante — lisolecitina (lisofosfatidilcolina) — aplicado aos nervos
periféricos™®. Estes pesquisadores encontraram que a aplicagdo tépica de lisolecitina causa
desmielinizacdo focal, sem quaisquer indicacdes morfoldgicas ou imunoldgicas de perda
axonal. Fisiologicamente, encontraram a ocorréncia de baixa frequéncia e potenciais de acao
espontaneos, sem alodinia ou hiperalgesia periférica significativas, mas com alodinia mecanica
e hiperalgesia térmica centrais. Estes resultados sugerem que a desmieliniza¢cdo das fibras A
aferentes induzem a neuralgia com alteragao central.

Praticamente ao mesmo tempo em que a pesquisa com a lisolecitina, acima descrita, estava
sendo realizada, outro grupo de pesquisadores estava investigando, independentemente o
papel do dcido lisofosfatidico (LPA) na dor neuropatica™. Estes pesquisadores encontraram
que a injecdo intratecal de LPA induziu a alodinia comportamental e hiperalgesia por
desmielinizacdo na raiz dorsal semelhante aos resultados encontrado para animais apds a
ligadura nervo. Vale ainda lembrar que o espaco intratecal inclui a medula espinhal e o ganglio
da raiz dorsal. Além disso, descobriram que os camundongos em que faltava um dos
receptores do dacido lisofosfatidico — o LPA;, ndo desenvolveram alodinia comportamental,
hiperalgesia e desmielinizagdo apds o ferimento do nervo. Concluiram que a sinalizagao
mediada pelo receptor LPA é crucial ao inicio da dor neuropatica.

Para esclarecer a situacdo no que se refere a lisolecitina e ao LPA, o mesmo grupo de
pesquisadores analisaram os efeitos da lisolecitina em camundongos nocautes para LPA;*®.
Descobriram que ao contrario dos camundongos normais, aqueles sem o receptor LPA; ndo
apresentaram alodinia comportamental e hiperalgesia apds a injegao intratecal de lisolecitina.
Concluiram que a lisolecitina é convertida em LPA, que em seguida ativaria o receptor LPA;
para iniciar a condi¢cdo de dor neuropatica. Esta pesquisa foi estendida pela injecao de LPA ao

ganglio trigeminal de ratos™®

. A injecdo de LPA em um ganglio trigeminal induziu a alodinia
mecanica ipsilateral e contralateral do local da injecdo, enquanto a hiperalgesia mecanica foi

observada apenas ipsilateral do local da injegdo.

O incentivo para estudar o papel do LPA na dor neuropatica estava na conclusdo anterior,
encontrada pelo mesmo grupo de pesquisadores, onde a inje¢do intratecal de toxina botulinica
C3 (BTXC3), antes do ferimento neural, inibiu o desenvolvimento da hiperalgesia, em
camundongos'®%.

A BTXC3 inibe a via proteina quinase associada a Rho (ROCK) por ribosilacdo do ADP da familia
homdlogo de pequena GTPase membro A (RhoA), e o RhoA é ativada pela sinalizacdo do LPA
através da proteina G — G12/13a.. Além disso, mostraram que a indugdo da alodinia mecanica
e hiperalgesia térmica pela injecdo intratecal do LPA era inibida de maniera dose dependente
da dose pela BTXC3 e também por Y-27632 — um inibidor reversivel da ROCK. Um papel
eventual para a via RhoA/Rho quinase em neurénios feridos foi indicado pela constatagio de
qgue mRNA da Rho neuronal e a propor¢ao de neurdnios do GRD de L5 que expressam RhoA
aumenta apds da axotomia distal™®.
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Como mencionado acima, a BTXA também inibiu a neuralgia, além de ter atuado em seres
humanos. A BTXA inibe a liberagdo de ACh de sinapses colinérgicas periféricas por clivagem
proteolitica da proteina SNAP-25, que é essencial para a liberacdo do transmissor. No entanto,
tem sido demonstrado que a BTXA pode também ser alvo de RhoB para degradacdo do
proteasoma’®*. RhoB, como RhoA, é ativado por sinalizacdo do LPA através de GPCR.

Estas ultimas conclusGes apontam fortemente para a via de LPA — proteina G = ROCK como
alvo terapéutico potencial para o tratamento de neuralgiia.
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NOCICEPTORES

As células que sentem dor

Alan Fein

Compreender o processo da sensacdo de dor torna-se uma estratégia de terapéutica clinica,
assim como para entendimento do mecanismo de a¢do dos analgésicos e para os novos
medicamentos analgésicos atualmente em desenvolvimento.

A presente tradugdo, em formato eletrGnico e de livre acesso, apresenta uma investigacao
experimental sobre os receptores sensoriais especializados — os nociceptores — que
transmitem as sensa¢des de dor ao sistema nervoso central. Também foi adequada a
nomenclatura oficial internacional.

A traducdo contém uma revisdo que vai dos estimulos nocivos, ao processo inflamatério a dor
cronica, ou seja, os nociceptores aferentes primarios, a transdugdo sensorial, a descoberta dos
receptores de potencial transitdrio, os mediadores quimicos considerados importantes para a
atividade do nociceptor, os canais de ions controlados por voltagem e a complexidade da dor
cronica.

O texto se destina principalmente aos interessados em analgesia, como os alunos de iniciagdo
cientifica e pods-graduagdo, bem como aos/as profissionais das dreas da saude, biologia e
farmacologia.
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