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RESUMO

Lesdes medulares traumaticas resultam em um dano neurolégico que,
geralmente, resulta em dor neuropatica, a qual impacta negativamente a
qualidade de vida dos lesados medulares. As endotelinas sdo peptideos
que exercem seus efeitos através dos receptores ETo (ETAR) e ETg
(ETgR) e, contribuem para alteragdes sensoriais associadas aos
processos inflamatérios e dores neuropaticas. No entanto, o
envolvimento desses receptores na dor neuropatica apos trauma medular
precisa ser elucidado. Ratos Wistar machos foram submetidos a lesdo
medular traumatica no nivel toracico T10 por compressdo através de
catéter Fogarty-2F. As avaliacbes comportamentais e coletas de
amostras foram realizadas em 2, 7, 14, 21 e 28 dias ap6s o procedimento
cirirgico. Os niveis de expressdo dos receptores ET, ¢ ETg foram
mensurados através de western blot e imunohistoquimica, e seus
correpondentes niveis de RNAm avaliados por PCR-em tempo real.
Além de avaliagdes funcionais pela escala BBB e comportamentais
através de filamentos de von Frey e avaliacdo de sensibilidade térmica
por aparato de Hargreave’s nas patas anteriores e posteriores . No dia 28
o escore BBB destes animais foi de 4 pontos, que se caracteriza por
movimento discreto das trés articulagdes — quadril, joelho e tornozelo.
No entanto, os animais lesados medulares tiveram um aumento
significativo em comparagdo ao grupo falso-operado nas respostas ao
estimulo mecanico das patas posteriores, tanto com o filamento de 4
gramas quanto com o de 15 gramas. Essas alteragoes de sensibilidade
foram significantes entre os dia 14 e 28 apos o procedimento cirurgico.
O dano medular resultou no desenvolvimento de hiperalgesia nos
membros posteriores a partir do 14° dia ap6s a lesdo medular, redugio
na sensibilidade térmica a partir do 7° dia, um aumento nos niveis de
RNAm para ETAR e ETgR, além de um aumento na expressdo da
proteina do receptor ETA na medula espinhal. Observou-se, também,
um aumento da expresdo de ETpR na substincia cinzenta da medula
espinhal de animais lesados medulares no 14 dias ap6s o trauma. O
tratamento no 21° dia apés a lesdo medular com antagonista peptidico de
ETAR, BQ-123 (40 e 90 pmol, i.t.) e tratamento com o antagonista dual
para ETAR e ETgR, bosentan (30 and 100 mg/kg, oralmente) foram
capazes de reduzir significativamente a hiperalgesia por algumas horas
apds o tratamento, no entanto o tratamento com o antagonista seletivo
para ETgR, BQ-788 (20 e 90 pmol, i.t), foi ineficaz na reducdo da



hiperalgesia. Assim, esse estudo demonstra que ha uma participagdo de
ETAR e ETgR, na dor neuropatica decorrente do trauma medular, em
especial do ETpR e estes resultadados podem contribuir para o
desenvolvimento de novas terapias para o tratamento desta importante
comorbidade dos lesados medulares.

Palavras-chave: lesdo medular traumatica; dor neuropatica; receptores
endotelinérgicos; ETAR; ETgR.



ABSTRACT

Traumatic spinal cord injury (SCI) is a devastating neurologic disorder
that often inflicts neuropathic pain, which further impacts negatively on
the patient’s quality of life. Endothelin peptides, which exert their
effects via endothelin A (ETsR) and endothelin B (ETgR) receptors, can
contribute to sensory changes associated with inflammatory and
neuropathic pain, but their role in nociception following SCI is
unknown. At different time points (2, 7, 14, 21 and 28 d) after
subjecting male Wistar rats to surgery for compression-induced T10
level SCI, the spinal cord levels of ETA\R and ETgR were assessed by
Western blot and immunohistochemistry, and the corresponding
mRNAs by real-time PCR, alongside recordings of locomotor behaviour
by BBB scale and behavioral responses to mechanical and thermal
stimulation of the forepaws and hind paws with von Frey hairs. Animal
subjected to SCI ended the 28th time-period with a score of 4 within the
BBB scale, which represents slight movements of the hip, knee and
ankle. SCI was associated with development of hind paw mechanical
hyperalgesia from day 14 onwards and heat hyperalgesia from day 7 to
day 21, and up-regulation of ET,R and ETgR mRNA in the spinal cord
and of ET,R protein in the spinal cord. SCI increased ET,R protein
expression in spinal grey matter on the 14" day after injury. Treatment
on day 21 after surgery with the ET,R selective antagonist BQ-123 (40
and 90 pmol, i.t.) or the dual ETA\R/ETgR antagonist bosentan (30 and
100 mg/kg, orally) transiently reduced SCIl-induced mechanical
hyperalgesia, but the ETgR antagonist BQ-788 (20 and 90 pmol, i.t.)
was ineffective. Conclusions. Altogether, these data show that SCI
upregulates ETAR expression in the spinal cord, which appears to
contribute to the hind paw mechanical hyperalgesia associated with this
condition. Therapies directed towards blockade of spinal ET,R may
hold potential to limit SCI-induced neuropathic pain.

Keywords: spinal cord injury; neuropathic pain; endothelin receptors;
ETAR; ETgR
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1. INTRODUCAO

1.1 Lesido medular traumatica

A lesdo medular traumatica, ou traumatismo raquimedular - TRM
(colunavertebral e medula espinhal), ¢ uma lesdo frequente que resulta
em uma sindrome neuroldgica altamente incapacitante que compromete
as principais fun¢des motoras, autondmicas e reflexas levando a
inabilidade permanente. A causa mais frequente € o traumatismo, mas
também pode ser resultante de tumores, infec¢do, lesdo vascular ou
iatrogenicamente. A lesdo medular afeta fisica e psicologicamente ndo
apenas o individuo acometido, como também impacta fortemente sua
familia e a sociedade.

O National Spinal Cord Injury Statistical Center dos Estados
Unidos (Nscisc, 2013) estima que 273.000 pessoas vivem com lesdes
medulares apenas nos Estados Unidos, aos quais se somam 12.000
novos casos/ano. Numa perspectiva semelhante, porém com dados
epidemiolégicos escassos, em 2003 o Brasil apresentava 250.000
lesados medulares com 9.000 novos casos/ano, de acordo com Meyer e
colaboradores (2003). A prevaléncia mundial da condi¢do ¢ de 236 a
1.298/por milhdo de habitantes e é mais frequente no sexo masculino, na
faixa etaria entre 30 e 40 anos de idade, no entanto, a proporc¢do de
mulheres afetadas por lesdes medulares vem crescendo (Furlan et al.,
2013). As lesdes medulares traumaticas sdo resultantes, na sua maioria,
de acidentes automobilisticos, quedas de alturas, seguido de eventos
violentos e traumatismos esportivos. Por conta disso, 55% dos casos de
lesdao medular acometem o nivel cervical (C1 a C7-T1), resultando em
uma mortalidade de 15% apds o primeiro ano da lesdo. Por outro lado,
as regides toracica (T1-T11), toracica-lombar (T11-T12 até L1-L2) e
lombosacral (L2-S5) sdo responsdveis por 15% cada das lesdes
medulares, respectivamente (Sekhon e Fehlings, 2001; Nscisc, 2013).

O custo anual dos cuidados de um lesado medular sdo muito
elevados. De acordo com a NSCISC (2013), a média de custo no
primeiro ano de vida de um tetraplégico (C1-C4) é de aproximadamente
1 milhdo de dolares americanos € o de um paraplégico ¢ de 508.904
dolares. Além disso, cada ano subsequente a lesdo medular tem um
custo de 181.328 e 67.415 ddlares, respectivamente. Assim, a lesdo
medular ¢ considerada um problema de saude publica de profundo
impacto socioecondmico.
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A localizagdo anatdmica mais comum de lesdo medular, na regido
cervical, estd associada também ao maior indice de complicagdes,
seqiielas e mortalidade em comparagdo aos demais segmentos cervicais
(Nscisc, 2013). Assim, tetraplegia incompleta representa 40,6% dos
casos nos EUA, seguida por paraplegia incompleta (18,7%), paraplegia
completa (18%) e tetraplegia completa (11,6%), sendo que menos de
1% dos pacientes tem recuperacdo neurologica completa até o0 momento
de alta hospitalar (Nscisc, 2013).

Ha uma variedade de aspectos que dependem do segmento
medular afetado pelo traumatismo e da severidade da lesdo, que
precisam ser compreendidos. Por exemplo, em pacientes paraplégicos
com perda total ou parcial dos movimentos das pernas, a falta de
coordenagdo motora das pernas ¢ uma prioridade menos importante a
ser considerada do que as disfungdes autondmicas gastrintestinais, da
bexiga urindria (atonia e/ou hiperatividade da bexiga), fungdes sexuais e
disreflexias cardiovasculares, uma vez que estas levam a maioria dos
pacientes a obito. Para pacientes tetraplégicos com perda total ou parcial
dos movimentos das pernas e bragos, as habilidades de manipulagdo dos
bracos e maos sdo as mais importantes a considerar, bem como a
possibilidade de ventilagdo pulmonar natural, sem uso de ventiladores
mecanicos. Apesar destas distingdes, dores e espasticidade muscular sdo
aspectos relevantes em praticamente todos os pacientes com trauma
raquimedular (Krassioukov et al., 2003; Myers et al., 2007; Horn et al.,
2013).

Apesar dos cuidados médicos e de reabilitagdo, muitos lesados
medulares apresentam déficits neuroldgicos e motores permanentes.
Assim, o estudo acerca dos acontecimentos oriundos do trauma medular
¢ relevante para um melhor entendimento tanto do aspecto locomotor
dos lesados, quanto das comorbidades que afetam essas pessoas, como a
dor, por exemplo.

1.2 Historico da lesio medular

O primeiro registro documentado de lesdo medular é de um
papiro de 2500 a.C. adquirido pelo egiptologista Edwin Smith em 1862
e traduzido por James Henry Breasted em 1930, no qual relata-se que a
lesdao medular ¢ “um mal a ndo ser tratado” (Van Middendorp et al.,
2010). Esse dogma, infelizmente, persistiu até o final do século XIX
quando tiveram inicio 0s primeiros experimentos em animais para
compreender os eventos fisiopatoldgicos envolvidos ap6s um trauma da
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medula espinhal.

O primeiro relato experimental foi de Schmaus, em 1890, que
observou degeneracdo e cavitacdo nas medulas espinhais de coelhos
apos lesdes medulares, eventos esses confirmados por Bikeles em 1900.
Kirchgasses e Scagliosi relataram em 1897 e 1898, respectivamente, que
danos a medula espinhal causavam degeneragdo da mielina, hemorragia
intra-parenquimal e morte celular no dorso anterior da medula espinhal
(Yeo, 1976) .

Em 1907, Stcherbak desenvolveu um método de lesdo medular
em coelhos por vibragdo intensiva e descreveu a presenca de necrose na
substancia cinzenta ap6s o trauma. Em 1919, Ayer desenvolveu um
método de paraplegia por inje¢do de parafina diretamente na medula
espinhal de gatos e ndo observou danos histologicos, porém tanto pelos
experimentos de Roussy, em 1920, quanto McVeigh e Thompson, em
1923 demonstraram hemorragia extensa rostro-caudal na substincia
cinzenta a partir do sitio da lesdo medular e edema da substancia branca.
Ao final da década de 1920, Ferraro observou em coelhos que o trauma
medular acarretava um edema acentuado dos axdnios na primeira hora
do trauma, alteragdes da mielina dentre as primeiras 12 horas e
degeneragdo da substancia branca com inicio de um processo de gliose
ja em 4 dias apos a lesdo inicial (Yeo, 1976).

Ao longo do ultimo século houve um esforco intenso da
comunidade cientifica que estuda lesdo medular, em padronizar modelos
para melhor compreender os processos fisiopatologicos deflagrados pelo
trauma da medula. Assim, em 1911, Allen desenvolveu o primeiro
aparato de contusdo da medula que permitia com um peso especifico e
calibrado impactar a medula espinhal da regido toracica de cachorros.
Atualmente, ha varios modelos de contusdo, entre os quais destacam-se
o Ohio State University (OSU) impactor, o Multicenter Animal Spinal
Cord Injury Study (MASCIS) Impactor e o NYU Weight-Drop Device
(Dunham e Floyd, 2011). Em 1971, Tator desenvolveu o modelo de
clipe vascular para estudar lesdes medulares em macacos e roedores
através da compressdo medular. Apesar de também existirem modelos
de transec¢do total da medula, esses sdo pouco utilizados por ndo
mimetizarem o que geralmente ocorre em humanos e, dessa forma, ndo
possibilitam a translacionalidade dos estudos. Por outro lado, a
hemiseccdo da medula espinhal tem sido um modelo utilizado para
facilitar a compreensdo de eventos moleculares, principalmente
regeneracdo axonal, que ocorrem apos o trauma (Willis, 2002). Em
2001, Vanicky desenvolveu um modelo de compressio medular por
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catéter de embolectomia Fogarty 2-F. Esse foi o modelo que utilizamos
na presente tese com algumas modificacdes (Vanicky et al, 2001;
Andrade et al., 2011).

E importante ressaltar que o desenvolvimento de modelos
experimentais em animais e de técnicas de estudo para a compreensio
de eventos que ocorrem apos o trauma resultou em uma ampla literatura
acerca do assunto, além de facilitar a translacionalidade para estudos
clinicos de farmacos e técnicas cirtirgicas.

1.3 Fisiopatologia da lesdo medular traumatica

O trauma medular desencadeia uma sequéncia de eventos
fisiopatologicos que gera danos neurologicos. Esses danos sdo
resultados de dois eventos distintos: a lesdo mecanica primaria e a lesdo
endogena secundaria.

1.3.1 Lesao primaria

A lesdo mecanica primaria € o resultado direto do impacto sobre
a medula espinhal, somado a sua compressdo, que resulta em dano
axonal. Essa lesdo pode ocorrer por fraturas de deslocamento que
resultam em fragmentos 0sseos, que por sua vez comprimem a medula
por uma hiperextensdo e/ou cisalhamento da medula espinhal e/ou do
seu suprimento sanguineo. A lesdo mecénica primaria ainda pode ser
resultado de uma transec¢do ou laceragdo da medula espinhal, seja por
deslocamento severo ou por feridas penetrantes, levando a sua seccgdo
parcial ou total (Tator e Fehlings, 1991; Dumont ef al., 2001; Baptiste e
Fehlings, 2006; Siddiqui et al., 2015).

1.3.2 Leséo secundaria

Apobs o trauma inicial, inicia-se um processo endogeno de
desenvolvimento mais lento chamado de lesdo endogena secundaria,
descrito pela primeira vez por Allen, em 1911. Esse processo ocorre
como resultado da ruptura tecidual, com uma hemorragia na substancia
cinzenta que, por conseguinte, provoca um aumento da permeabilidade
da barreira hematoencefalica, apoptose glial e neuronal, além de uma
complexa resposta neuroinflamatoria que persiste por meses ou anos
apods o trauma inicial (Dumont et al., 2001; Schwartz e Fehlings, 2002;
Profyris et al., 2004; Fleming et al., 2006; Donnelly e Popovich, 2008).
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Os eventos envolvidos durante essa fase fazem com que a sobrevivéncia
neuronal seja escassa e a recuperagao funcional prejudicada. Ademais, €
durante esse momento da lesdo que o ambiente celular torna-se inospito
para a regeneragdo e remielinizagdo (Mcdonald e Sadowsky, 2002;
Vawda e Fehlings, 2013; Dasari et al,, 2014). O processo da lesdo
secundaria ¢ dividido em diversas fases: imediata, aguda, subaguda,
intermediaria e cronica. As carateristicas principais de cada fase sdo
comentadas a seguir e sdo enumeradas na figura 1.

= Fase imediata

A fase imediata se refere, aproximadamente, as primeiras
duas horas apods o trauma e resulta em uma morte neuronal e glial
acompanhada de choque medular e consequente perda funcional motora
no nivel da lesdo e abaixo (Ditunno et al., 2004; Norenberg et al., 2004;
Boland et al., 2011). O trauma medular esta associado ainda a liberagdo
excessiva de glutamato, o principal neurotransmissor excitatorio do
SNC, que, especialmente no ambiente hipdxico da medula lesionada,
leva a ativagdo exagerada dos receptores glutamatérgicos ionotropicos,
resultando na morte celular por excitotoxicidade. As células da glia
também sdo atingidas, sendo os oligodendrocitos os mais prejudicados,
uma vez que apresentam maior permeabilidade ao calcio e sofrem
sensibilizagcdo por produtos da ciclooxigenase-2, resultando em morte
excitotoxica (Profyris et al., 2004; Carlson et al., 2010; Gerardo-Nava et
al., 2013; Wang et al., 2013). Ainda nesta sub-fase surgem pontos
hemorragicos distantes do sitio da lesdo original, como resultado da
perda de integridade estrutural dos capilares sanguineos, e ha o aumento
da expressdo do fator de necrose tumoral-alfa (TNF- o) e da
interleucina-1p (IL-1B) (Donnelly e Popovich, 2008; David e Kroner,
2011).

= Fase aguda

O primeiro momento da fase aguda que ocorre entre 2 e 48
horas apo6s o trauma medular inicial, caracteriza-se pelo surgimento de
petéquias que aumentam em nUmero e se unem formando uma
volumosa area hemorragica, resultando em uma isquemia (Tator e
Fehlings, 1991). Este fendmeno ¢ particularmente importante uma vez
que a hemoglobina liberada ¢é toxica as células do SNC, expandindo o
volume de tecido neural destruido (Regan e Guo, 1998; Gerzanich et al.,
2009). Relacionado a estes eventos, ocorre o infarto tecidual que
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propaga a necrose do tecido nervoso e € intensificado por mecanismos
como a trombose € o choque neurogénico.

A isquemia e o processo hemorragico estdo relacionados ao
aumento da permeabilidade da barreira
hematoencefalica’hematoespinhal, uma vez que a lesdo medular
compromete a integridade dessas barreiras, sendo este efeito maximo 2
horas apds o trauma, com o retorno a niveis fisiolégicos 2 semanas
depois do trauma inicial (Figley et al., 2014).

Dentre as primeiras 24 horas apos o trauma inicial, ocorre um
processo chamado choque medular, ou seja, a auséncia de reflexos
espinhais caudais. O choque medular ¢ diferente do choque neurogénico,
ja que o choque neurogénico representa uma condicdo em que o
paciente apresenta hipotensdo e bradicardia devido a perda da
resisténcia vascular periférica, enquanto o choque medular esta
relacionado a interrupgdo das fungdes neurais distal a les@o, incluindo
reflexos, sensibilidade a estimulos sensoriais e forca motora (Ditunno et
al., 2004).

Além disso, o comprometimento das barreiras hematoencefalicas
e hematoespinhal permite a infiltragdo de células do sistema imune para
o SNC, tais como linfocitos T, neutrofilos e monocitos. As microglias
residentes continuam a proliferar e se ativam durante a fase aguda,
resultando na liberacdo acentuada de quimiocinas e citocinas (Donnelly
e Popovich, 2008; Tzekou e Fehlings, 2014). Dessa forma, durante as
primeiras 24 horas apo6s o trauma medular, os neutréfilos chegam ao
sitio da lesdo e ha liberagdo de citocinas, metaloproteinases,
mieloperoxidase e espécies reativas de oxigénio (Taoka et al, 1997,
Guth et al., 1999; Noble et al., 2002; Fleming et al., 2006; Donnelly e
Popovich, 2008). Assim, em 48 horas ocorre uma migracdo de
monocitos e os neutrofilos ja ndo sdo mais recrutados. Ja em 72 horas,
ocorre uma expansao da lesdo secundaria, uma vez que os monodcitos
iniciam sua diferenciagdo para macréfagos e ha liberagdo de glutamato,
TNF-a, IL-1pB, IL-6 e prostandides (Leskovar ef al., 2000; Schwab et al.,
2000).

Depois da primeira semana apos a lesdo medular inicial, ocorre
uma reducdo do numero de macrofagos no tecido afetado, porém a
ativacdo de microglia persiste por semanas (Donnelly e Popovich,
2008). O resultado final dos eventos da fase aguda ¢ a morte celular por
apoptose e a desmielinizagdo (Keane et al., 2001; Beattie et al., 2002;
Yu et al., 2009).
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Entre os primeiros dois dias e duas semanas da lesdo
medular traumatica os astrocitos tornam-se hipertroficos e proliferativos,
e inicia-se a formacdo da chamada “cicatriz glial”, a qual constitui uma
barreira fisica e quimica efetiva para a regeneracdo da medula espinhal
(Reier e Houle, 1988; Fawcett e Asher, 1999; Hagg e Oudega, 2006;
Rowland et al.,, 2008; Karimi-Abdolrezace et al., 2010; Karimi-
Abdolrezaee et al., 2012; Young, 2014).

= Fase intermediaria

A fase intermediaria inicia entre a segunda e terceira
semanas apés o trauma e tem duragdo aproximada de 6 meses. Durante
esse momento, a reacdo de gliose continua até a cicatriz glial se formar
por completo (Siddiqui et al., 2015). A cicatrizagdo glial é um fator
crucial na recuperagdo de lesdes no SNC, pois a eliminagdo do
contingente de astrdcitos reativos leva ao aumento do tamanho da lesdo
e a uma perda exagerada de macromoléculas através da barreira
hematoencefalica, que se encontra comprometida (Faulkner et al., 2004;
Myer et al., 2006). Por conta disso, as falhas na regeneracdo axonal
devem-se a producdo de moléculas inibitorias pelos astrdcitos a partir da
cicatriz glial (Fitch e Silver, 2008). A contribuicdo dos astrocitos a
auséncia de regeneracao no SNC deve-se especialmente a: (1) falha em
proporcionar um substrato celular apropriado para o crescimento axonal;
(2) auséncia de fatores apropriados que suportem o crescimento axonal e
(3) producdo de moléculas que inibem o alongamento axonal, como os
proteoglicanos (Jones, Margolis, et al., 2003; Jones, Sajed, ef al., 2003).
Além dos astrocitos, a mielina do SNC também produz a glicoproteina
associada a mielina (MAG), a Nogo-A e a glicoproteina da mielina de
oligodendrocitos (Omgp), substancias capazes de inibir o crescimento
de axoOnios, pois estdo localizadas na porcdo interna da bainha de
mielina, fazendo contato direto com os axoénios (Wang et al., 2002;
Schweigreiter e Bandtlow, 2006; Fitch e Silver, 2008).

= Fase cronica
Uma lesdo medular ¢ considerada cronica a partir do sexto més
do trauma inicial. Nesta fase a cicatriz glial e os cistos/cavidades na
medula espinhal ja estdo desenvolvidos e estabelecidos. Os cistos sdo
resultado dos restos de tecido neural e representam uma barreira fisica
que impede a regeneragdo axonal. Nesse momento a degeneragdo
walleriana (retracdo axonal) continua e pode levar anos até que os
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corpos celulares e os restos de axonios degenerados sejam totalmente
removidos do sitio da lesdo (Basso et al., 1996; Beattie et al., 2002;
Ehlers, 2004; Norenberg et al., 2004; Fleming et al., 2006; Kramer et
al.,2013).
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Figura 1. Eventos fisiopatologicos apos a lesdo medular traumatica. Os eventos estdo divididos em fase imediata
(2 horas), aguda (2 a 48 horas), subaguda (48 horas a 14 dias), intermediaria (14 dias a 6 meses) e cronica (a partir de 6

meses). (Adaptado de Siddiqui et al, 2015.)
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1.4 Intervencio clinica

Antigamente quando ocorria um trauma na medula o paciente
era apenas imobilizado no hospital até poder receber alta. No entanto,
desde entdo os avangos da medicina melhoraram significativamente o
tratamento dos pacientes com lesdo medular e resultaram em uma
melhora na qualidade de vida.

Assim, quando ocorre o trauma na medula espinhal, a avaliacao
e cuidado iniciam no local onde ocorre o trauma. A fase inicial do
atendimento € critica e primordial para o resultado final. (Van Der
Velden et al., 2008). A adesdo aos protocolos do ATLS (Advanced
Trauma Life Support) é importante para otimizar o resultado do
atendimento dos pacientes traumatizados, porém desvios destes
protocolos costumam ocorrer (Schmidt et al., 2009).

A intervencdo clinica atual se restringe, essencialmente, a
estabilizagdo da coluna vertebral, restauragdo do alinhamento,
descompressdo da medula espinhal € no uso de doses elevadas de
farmacos da classe dos glicocorticoideis, tais como metilprednisolona,
administrados até oito horas apos o trauma (Thuret et al., 2006; Abul-
Kasim et al., 2010). A metilprednisolona tem a capacidade de atenuar a
resposta neuroinflamatoria que se instala imediatamente apos a lesdo,
reduzir a peroxidagdo lipidica e preservar a integridade das estruturas
neuronais. Porém, alguns estudos clinicos questionam a eficacia do
tratamento com o corticoide, intensificando desta forma, a busca por
abordagens terap€uticas mais eficazes (Hall e Springer, 2004; Wilson e
Fehlings, 2011; Fehlings et al., 2014). Ha, ainda, abordagens que
buscam restituir ou substituir fungdes perdidas por meio de transplantes
celulares variados (Giszter, 2008; Vawda e Fehlings, 2013).

No entanto, os avangos no entendimento da fisiopatologia do
trauma raquimedular t€ém conduzido a diversos estudos clinicos de fase I
e II nas ultimas décadas, entre eles, estuda-se a eficacia do tratamento
com metilprednisolona, aminoesterdides (mesilato de tirilazade;
antioxidante desenvolvido para prevenir a peroxidagdo lipidica sem
ativar receptores glicocorticoides), gangliosideo GMI1 (Sygen),
horménio liberador de tireotropina, gaciclidina (GK-11, um antagonista
de receptores NMDA), naloxona (antagonista de receptores opioide),
nimodipina (bloqueador de canais de calcio do tipo L). Entretanto, estes
estudos clinicos nao obtiveram resultados signicativos em relagdo a
melhora da lesdo medular. Varios outros estudos basicos e clinicos estdo
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explorando intervengdes tais como a descompressdo cirurgica precoce,
aplicagdo de estimulacdo elétrica de campo, estratégias de
neuroprotecdo como riluzole e minociclina, inativagdo de inibi¢do de
mielina, bloqueio da expressao/atividade de Nogo ¢ Rho, e o transplante
de varios substratos celulares na medula espinhal lesada (Giszter, 2008;
Hawryluk et al., 2008; Wilson et al., 2013; Wu et al., 2014). Neste
sentido, as pesquisas dedicadas a lesdo medular traumatica tém se
voltado a estratégias que visam o controle da excitotoxicidade e da
inflamagdo, a inibi¢do de apoptose celular, o reparo da desmielinizagao,
a regeneracdo axonal e restauracdo da sua condutibilidade e
conectividade, a minimiza¢do das disfun¢des autondmicas, além da
restauracdo de coordenacdo motora ou o alivio de comorbidades que
afetam os lesados medulares (Thuret et al., 2006; Samadikuchaksaraei,
2007).

1.5 Dor

A dor ¢ considerada um mistério pelos pacientes leigos que ndo
compreendem sua origem e sua razdo, uma vez que ha dores sem causas
definidas. O Instituto de Medicina do Comité de Pesquisa de Dor (Dzau
e Pizzo, 2014) estima que, apenas nos Estados Unidos, 100 milhdes de
individuos sdo afetados por dores cronicas e a Associacdo Internacional
para o Estudo da Dor (IASP, 2014) avalia que uma média de 30% da
populagdo mundial é acometida por dores cronicas ao longo de suas
vidas. No Brasil, os dados sdo escassos.

A capacidade de sentir dor e, assim, detectar estimulos nocivos,
no entanto, tem um papel fisioldgico essencial ao constituir um sinal de
alerta contra ameacas a integridade fisica do organismo. Dessa forma,
quando transitoria, a dor pode ser considerada um sintoma clinico
importante de prevencdo e limitagdo de danos. Porém, quando esta
condicdo passa a ser persistente, a dor deixa de desempenhar sua fungio
primaria, passando a ser cronica e debilitante (Hunt e Mantyh, 2001;
Julius e Basbaum, 2001; Basbaum et al., 2009).

Segundo a IASP, a dor é “uma experiéncia emocional e sensorial
desagradavel associada com uma lesdo tecidual real ou potencial, ou
descrita em termos de tal lesdo”, sendo sempre subjetiva, ou seja, a
doenca muda a pessoa, sendo que o paciente interpreta a dor dentro do
seu contexto de vida social, pessoal e cultural (Loeser e Treede, 2008).
Os romanos ja diziam Dolor dictat, ou seja, “a dor domina e comanda”.
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A transmissdo da sensagdo dolorosa envolve a ativagiao de
receptores presentes nas terminacdes nervosas livres de fibras aferentes
primarias, os nociceptores, que repassam a informacdo dolorosa
proveniente de estimulos térmicos, quimicos, de pressdo ou traumas a
neuronios do SNC (Basbaum et al., 2009; Woolf, 2010). Por outro lado,
o processamento da dor pelo sistema nervoso central depende, também,
de um componente emocional do paciente o qual agrega componentes
afetivo-emocionais a sensagdo dolorosa. Assim, 0Ss mecanismos
envolvidos na transmissdo da dor e a subjetividade da percepgdo
individual da intensidade do estimulo doloroso dificultam a
compreensao e o tratamento clinico da dor (Russo e Brose, 1998; Loeser
e Melzack, 1999; Basbaum e Jessel, 2000; Julius e Basbaum, 2001).

A dor € o resultado da ativagdo periférica de terminagdes
nervosas livres, as quais estdo associadas as fibras aferentes primarias.
Assim, na pele, nos musculos e 6rgdos ha uma ampla distribuicdo do
sistema sensorial especializado, o qual transmite a informagdo
nociceptiva da periferia para neurdnios de segunda ordem do corno
dorsal da medula espinhal através da liberacdo de neurotransmissores.
Em seguida, a informa¢do nociceptiva é transmitida para areas supra-
espinhais, tais como talamo e cortex cerebral (Julius e Basbaum, 2001;
Almeida et al., 2004; Basbaum et al., 2009; Bingham et al., 2009;
Ossipov et al., 2010).

Os neurdnios sensoriais periféricos, que sdo classificados de
acordo com a estrutura da fibra, diametro e velocidade de conducéo, sdo
responsaveis pela propagacdo dos impulsos gerados nas terminagdes
nervosas. As fibras sensoriais sdo divididas em A e C. Sendo que as
fibras do tipo A s3o mielinizadas e subdivididas em a, 3, y € 8. As fibras
do tipo Ao e AP apresentam grande diametro axonal, alta velocidade de
condugdo (30 a 100 m/s), sendo normalmente responsaveis pela
transmissdo das informacdes proprioceptivas, como toque leve e
pressdo, ou seja, conduzem as informacdo fisiologicas tateis.
Diferentemente, a informacdo nociceptiva € transmitida através da
ativacdo de fibras Ad e C. As fibras Ad possuem diametro médio, fina
bainha de mielina ¢ média velocidade de condugdo do estimulo
nociceptivo, entre 5 e 30 m/s. Essas fibras respondem a estimulos
mecanicos intensos, entre outros. As fibras Ay sdo fibras eferetes e
intrafusais e possuem velocidade de condugdo do estimulo entre 15 e 40
m/s. Por outro lado, as fibras C sdo de pequeno didmetro, amielinizadas
e de baixa velocidade de conducdo do impulso nervoso,
aproximadamente 0,5 a 2 m/s. A estimulagdo de fibras A promove
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resposta rapida, resultando em dor aguda, ou dor primaria, que
frequentemente desencadeia o reflexo de retirada, enquanto que a
ativacdo de fibras C leva a uma resposta duradoura, responsavel por dor
difusa, geralmente secundaria a dor aguda (Julius e Basbaum, 2001;
Almeida et al., 2004; Costigan et al., 2009; Smith e Lewin, 2009; Dubin
e Patapoutian, 2010; Haggard ef al., 2013; Cohen e Mao, 2014; Prescott
etal.,2014).

As fibras do tipo C sdo denominadas fibras polimodais, ou seja, a
maioria delas responde a estimulos nocivos de natureza diversa —
mecanicos, quimicos ou térmicos. Essas fibras possuem receptores que
sdo ativados por estimulos térmicos, mecanorreceptores de baixo limiar
e receptores especificos para substincias algogénicas, bradicinina (BK),
serotonina  (5-HT, 5-hidroxitriptamina), prostaglandinas (PGs),
proteases e histamina, entre outras (Julius e Basbaum, 2001; Almeida et
al., 2004; Basbaum ef al., 2009; Cohen ¢ Mao, 2014).

Os corpos celulares das fibras aferentes primarias encontram-se
localizados nos ganglios trigeminais (nervos cranianos) e ganglios da
raiz dorsal (nervos espinhais). Estes neuronios sdo denominados pseudo-
unipolares, pois seus axonios se bifurcam, tendo um ramo que se projeta
para a regido periférica, o ramo distal, e outro que se estende para a
medula espinhal e tronco encefalico, o ramo proximal. Todos os
neurdnios aferentes primarios convergem e efetuam sinapses
excitatorias com neuronios noceptivos de segunda ordem no corno
dorsal da medula espinhal e no corno dorsal trigeminal bulbar. No
entanto, os aferentes nociceptivos projetados no corno dorsal da medula
espinhal s3o provenientes do tronco e dos membros enquanto os que se
projetam para o corno dorsal bulbar sdo provenientes da regido da
cabeca (Kandel, 2013).

Como o foco desta tese ¢ a medula espinhal, sera abordado aqui
somente o que ocorre com o processamento da informagao nociceptiva
no corno dorsal da medula espinhal. O corno da medula espinhal ¢
dividido em camadas distintas, chamadas de laminas de Rexed, sendo
que os neurdnios nociceptivos de segunda ordem encontram-se nas
laminas I, II, V, VI e X. A lamina I possui uma elevada propor¢do de
neurdnios nociceptivos especificos. A lamina II, denominada de
substancias gelatinosa, possui muitos interneurdnios excitatorios e
inibitérios responsaveis pela transmissdo da informagao nociceptiva. As
fibras Ad tem suas projegOes proximais (centrais) nas laminas I e V do
corno da raiz dorsal, enquanto as fibras A} que respondem a estimulos
tateis ndo-nocivos se projetam profundamente nas laminas III, IV e V.
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Por outro lado, as projecdes centrais das fibras C encontram-se mais
superficialmente, nas laminas I e II (Basbaum et al., 2009) (Figura 2).

Fibras mielinizadas Ag ?

ibras peptidérgicas C |
Fibras mielinizadas A3
Fibras ndo peptidérgicas C

.
CRALEY Interior da lamina Il
. .. LY
° Neurdnios PKCy+
®'e® o @ O

Figura 2. Figura representativa do corno dorsal da medula espinhal, regiao
em que ocorre a primeira sinapse nociceptiva. As fibras nociceptivas Ad
penetram nas laminas [ e V, enquanto as fibras C penetram mais
superficialmente nas laminas I e II apenas. (Adaptado de Basbaum, 2009)

Ha muitas maneiras de calssificar a dor. Com relagdo a duragdo
da dor, elas pode ser classificada em 3 categorias: a transitoria, aguda e
cronica. Na primeira, a ativagdo dos nociceptores acontece na auséncia
de qualquer dano tecidual, provavelmente com a fun¢@o de proteger o
organismo de lesoes fisicas pelo ambiente ou estresse dos tecidos. A dor
aguda frequentemente tem causa definidda e curso temporal delimitado,
desaparecendo, na maioria das vezes, quando o estimulo nocivo ¢
removido ou o reparo tecidual ocorre. Entretanto, a dor cronica ¢ uma
doenca per se, uma vez que ndo ¢ classificada como tal pela sua
duracdo, mas sim pela incapacidade do organismo de restaurar seu
funcionamento normal (Skott, 2003; Costigan et al., 2009).

Ademais, a dor aguda e cronica estdo, geralmente, associadas a
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processos inflamatorios, como resultado da lesdo tecidual, lesdo nervosa
ou reatividade imune atipica (Stein et al., 2003). Durante o processo
inflamatoério ocorre uma sensibilizagdo dos nociceptores pela liberagdo
de mediadores quimicos ou ativagdo do sistema imune em resposta a
lesdao tecidual (Basbaum er al., 2009). Este processo de sensibilizagdo
dos nociceptores ¢ caracterizada pela diminui¢do do limiar de
excitabilidade necessario para ativa-los, pelo aumento da atividade
espontdnea da célula nervosa e pelo aumento na frequéncia de disparo
em resposta a estimulos supralimiares (Costigan et al, 2009). O
processo de sensibilizagdo nfo ocorre somente nas terminagdes
periféricas, mas pode afetar toda a via da transmissao do sinal doloroso.
Assim, surgem como consequéncias do processo de sensibilizagdo a
hiperalgesia, que consiste em resposta exacerbada a estimulos
dolorosos, e alodinia, na qual se observa o surgimento da dor em
resposta a um estimulo normalmente inocuo (Loeser e Treede, 2008).

No contexto desta tese, ¢ importante ressaltar que os
lesados medulares sdo afetados por diversas comorbidades, dentre as
quais, a dor cronica resulta em baixa qualidade de vida e alto grau de
desconforto aos pacientes, além de provocar alteracdes emocionais e
dificultar a socializagdo e a vida diaria. Apesar de parecer contraditoria
a relacdo cadeirante-dor, a prevaléncia da dor no lesado medular é em
torno de 69%, sendo que em um ter¢o dessas pessoas a dor ¢
caracterizada como severa (Siddall e Finnerup, 2006)

Ha diversas classificagdes para os diferentes tipos de dores que
acometem os lesados medulares, o que resulta em uma dificil
padronizacdo entre os profissionais que atendem o paciente. Siddall e
colaboradores (2002) definiram trés regides de dor decorrentes da lesdo
medular: 1) dor acima do nivel da lesdo; 2) dor na regido da lesdo —
ocorre proximo da regido lesada, desenvolvendo logo apos a lesdo, na
qual a dor ¢ aguda ou independente de estimulo e acompanhada por
alodinia; e 3) dor abaixo do nivel da les@o, que se desenvolve mais
lentamente e ¢ descrita como uma dor constante em queimacdo e
independente de estimulo

A TASP, também, qualifica a dor apos a lesdo medular da
seguinte forma:
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Quadro 1. Tipos de dores ap6s a lesdo medular. (Adaptado de (IASP, 2002)

Tipo Sistema Origem
Nociceptiva  [Musculo-esquelético |Ossos, articulagdes, trauma muscular ou inflamagdo;
instabilidade mecanica; espasmos musculares.
'Visceral Calculos renais, disfungdes esfincterianas, intestino ¢ cefaleia
disreflexa.
Neuropatica |Acima do nivel Localizada em regides de sensibilidade preservada

Ao nivel

Localizada em faixa no nivel da lesao.

IAbaixo do nivel

Localizada difusamente abaixo do nivel da lesdo.
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Desse modo, a dor apds a lesdo medular pode levar a prejuizos
drasticos na rotina diaria e qualidade de vida dos pacientes em graus até
maiores do que a perda de atividade motora, sendo refrataria aos
tratamentos clinicos. A dor neuropatica ¢ a que mais afeta os lesados
medulares como sera discutido no item a seguir.

1.7 Dor neuropatica

A dor neuropatica, dentre todos os tipos de dores, € a que mais
afeta os lesados medulares. De acordo com a IASP (2014), a dor
neuropatica € definida como “uma dor iniciada ou causada por lesdo
primaria ou disfun¢do do sistema nervoso somatossensorial”, sendo
normalmente manifestada por dor intensa e persistente, podendo ser
espontinea, associada a sensacdes de queimacgdo e alfinetadas,
hiperalgesia e/ou alodinia.

O surgimento da lesdo nervosa pode ocorrer devido a um trauma
mecanico, doengas metabolicas (diabetes), uso cronico de medicamentos
neurotoxicos (quimioterapicos), infecgdes (AIDS) ou até mesmo
invasdo tumoral (Devor, 2006; Costigan et al., 2009; Cohen e Mao,
2014).

A dor neuropatica resulta em uma neuroplasticidade central e
periférica que inclui alteragdes na expressdo e funcdo dos canais de
sodio, aumento do influxo celular de calcio, alteracdo das respostas ao
glutamato, reestruturagdo organizacional celular, entre outros fatores
que serdo discutidos a seguir (Devor, 2006; Basbaum et al., 2009;
Costigan et al., 2009; Woolf, 2010; Cohen e Mao, 2014).

Todo o processo neuroplastico associado a neuropatia gera
atividade ectopica neuronal e hiperexcitabilidade dos neurénios de
segunda ordem no corno da raiz dorsal para a transmissdo sensorial e,
consequentemente, ocorre o aumento da percep¢do dolorosa por
estruturas supra-espinhais como o talamo, uma vez que hd um
desequilibrio da atividade das vias ascendentes e descendentes
(inibitorias) da dor (Basbaum et al, 2009; Constigan et al, 2009).

Um dos fatores responsaveis pela alodinia mecanica
desenvolvida apds lesdes centrais é a reorganizacdo dos circuitos
neurais. As fibras aferentes primarias do tipo AP, que respondem a
estimulos ndo nocivos e normalmente tem suas proje¢des na lamina III
do corno dorsal da medula espinhal, iniciam um processo de
“brotamento” para as laminas mais superficiais da medula em resposta a
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lesao medular, ocupando os espagos das fibras C. Assim, essas fibras
nociceptivas iniciam sinapses com neuronios de segunda ordem que
passam a responder a estimulos inécuos como nocivos que normalmente
ndo sdo (Basbaum et al., 2009; Costigan et al., 2009; Cohen e Mao,
2014).

Por outro lado, a geragdo de potenciais de acdo ectopicos apos a
lesdao pode ser gerada pela alteragdo na expressdo de canais de potassio,
calcio e de sodio (Waxman et al, 1999; Liu e Wood, 2011). A
expressdo dos canais de so6dio em fibras C ¢é alterada apds axotomia ou
lesdao de nervos (Quasthoff et al., 1995; Woolf, 2004; Sheets et al.,
2008). Assim, essa alteragdo contribui para a sensibilizacdo de
neuronios periféricos e centrais que colaboram para a dor espontinea
(Costigan et al., 2009; Cohen e Mao, 2014).

Uma das caracteristicas marcantes da dor neuropatica ¢ a
sensibilizacdo central, descrita primeiramente por Woolf, em 1983, a
qual ¢ caracterizada pelo estado de hiperexcitabilidade que se estabelece
no SNC e que resulta no processamento acentuado das respostas
nociceptivas. A sensibilizagcdo central ¢ mantida em razdo da liberagdo
de inumeros neurotransmissores no corno dorsal da medula espinhal,
tais como glutamato, substincia P e peptideo relacionado ao gene da
calcitonina (CGRP), os quais se ligam aos seus respectivos receptores
no corno dorsal da medula espinhal e causam a ativagdo de cascatas de
sinalizacdo intracelulares, incluindo a ativacdo da proteina quinase C,
proteinas quinases ativadas por mitdgenos, fatores de transcri¢do, que
irdo contribuir para a manuten¢do do quadro de excitabilidade neuronal
(Latremoliere ¢ Woolf, 2009; Woolf, 2010). Ademais, ha liberagdo de
mediadores a partir células inflamatorias infiltrantes, tais como
macréfagos, mastocitos e neutréfilos, que migram para o local da lesdo
(Gold e Gebhart, 2010; Ren e Dubner, 2010). Estes mediadores se ligam
a receptores especificos presentes nos neurdnios sensoriais resultando na
sensibilizagdo dessas fibras e ocasionando aumento na sua
responsividade a estimulos mecénicos e térmicos no local da lesdo (Gao
e Ji, 2008; Kiguchi et al., 2009; Gold e Gebhart, 2010).

Uma importante fonte de citocinas inflamatérias sdo as células
gliais. Nesse aspecto, tem sido demonstrado que a microglia contribui
para o desenvolvimento da dor neuropatica, enquanto que os astrocitos
sd0 mais importantes para a manutencdo desta condi¢do (Raghavendra
et al., 2003; Cunha e Dias, 2009). A lesdo de nervos periféricos leva a
ativacdo da microglia e esta precede a ativacdo dos astrocitos (Colburn e
Deleo, 1999; Cunha e Dias, 2009; O'callaghan e Miller, 2010).
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Ocorre, além disso, uma redugdo da resposta inibitoria endogena
da nocicepgdo. Lesdes de nervos periféricos e centrais induzem
apoptose de interneuronios inibitorios do corno dorsal da medula
espinhal, que liberam o neurotransmissor inibitorio GABA (acido y-
amino butirico) (Baba et al., 2003; Schomberg et al., 2012). Ainda, ha
uma redug¢do de expressdo dos receptores opioides (em especial
receptores ) presentes nas terminagdes de fibras aferentes primarias e
um aumento da expressdo de colecistocinina e dinorfina, resultando em
uma reducgdo da eficacia do sistema opidide no corno medular dorsal
(Vanderah et al., 2000; Kohno et al., 2005).

Algumas dessas mudangas podem ocorrer na fase inicial apds a
lesdo no sistema nervoso central, quanto numa fase mais tardia e,
juntamente com outras alteracdes resultam na manutengio da dor.

Na lesdo medular, foco desta tese, cerca de 40-50% das pessoas
apresentam dor neuropatica nos primeiros doze meses depois do trauma.
Atualmente ha diversas escalas para o diagnostico clinico e
caracterizagdo da dor neuropatica do lesado medular. No entanto, ha
alguns critérios comuns que devem ser considerados, sendo eles

(Finnerup, 2013):
1. Dor dentre os primeiros 12 meses apos a lesdo medular
traumatica;
2. Dor sem relagdo com movimento, inflamagdo ou qualquer lesdo
tecidual;
3. Relato de, ao menos, um entre os seguintes sintomas de dor:
queimacao, formigamento, pincamento, espasmos,

congelamento, cocegas;
4. Alodinia ou hiperalgesia na area da dor.

Além disso, lesados medulares geralmente apresentam parestesia
e/ou disestesia na regido da lesdo medular ou abaixo, que constitue uma
sensacdo cutanea anormal na auséncia de estimulos nocivos ou alteragao
da sensibilidade ao tato, respectivamente. Finnerup (2013) ainda
classifica a dor neuropatica nos lesados medulares em 5 tipos:

1. Difusa no nivel ou abaixo da lesdo como “queimacao
€ aperto;

2. Difusa no nivel ou abaixo como “persistente” ou somente
uma dor pontual no nivel da lesdo;

3. Uma pressdo e aperto na regido da lesdo;

4.  No nivel ou abaixo da lesdo evocada por toque suave ou
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frio;
5. No nivel da lesdo como “raios” e/ou espasmos,
geralmente descrita nas lesoes da cauda equina.

Nesse contexto é importante ressaltar que a dor neuropatica
transforma a vida do lesado medular e a de seus familiares uma vez que
gera tanto estresse fisico quanto emocional e, muitas vezes, causa
incapacidade de trabalhar, gerando 6nus financeiro.

1.8 Tratamento das dores neuropaticas

A descricdo da fisiopatologia e da dor resultante do trauma
medular feita acima nos leva a um ponto crucial — seu tratamento.
Tchekhov ja dizia que “Se para alguma doenga se propdem muitos
remédios diferentes, isso significa que a doenga ¢é incurdvel” (Tchekhov,
1904). Infelizmente, o tratamento da dor neuropatica insere-se nessa
categoria.

Atualmente, anticonvulsivantes e antidepressivos ainda
representam as classes de farmacos mais utilizadas no tratamento das
dores neuropaticas. Esses farmacos, no entanto, promovem uma
variedade muito grande de efeitos adversos, os quais limitam a sua
prescricdo e adesdo do paciente ao tratamento (Mccleane, 2004;
Vranken, 2009). Tanto os anticonvulsivantes quanto os antidepressivos
triciclicos sdo também usados para tratar condi¢des psiquiatricas, o que
auxilia no humor do paciente com dor neuropatica € minimiza a
percepgdo a dor. Ademais, apesar do seu carater cronico e muitas vezes
inflamatorio, as dores neuropaticas envolvem mecanismos especificos,
como descrito anteriormente e, portanto, sdo pouco sensiveis aos
antiinflamatorios nao-esterodais e aos opidides, farmacos de escolha
para o tratamento de dores inflamatorias e dores cronicas de maior
intensidade, respectivamente.

Outra classe farmacoldgica Dbastante utilizada sdo os
anticonvulsivantes. O efeito analgésico dos anticonvulsivantes foi
descrito pela primeira vez em 1942, a partir da observagdo de que a
fenitoina era capaz de reduzir a dor em pacientes com neuralgia do
trigémeo (Bergouignan, 1970). A gabapentina tem sido o
anticonvulsivante mais utilizado para a dor neuropatica de pacientes
com lesdo medular nas tltimas décadas. A gabapentina foi desenvolvida
como um analogo do GABA, no entanto estudos demonstram que ela
ndo interage com nenhum dos receptores gabaérgicos, nem com o0s
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transportadores de alta afinidade para o GABA (Schwab et al., 2000;
Marais et al., 2001; Cheng e Chiou, 2006; Vranken, 2009). O efeito
analgésico da gabapentina deve-se a sua liga¢do de alta afinidade as
subunidades a, de canais de calcio, as quais t€ém sua expressdo
aumentada no GRD e na medula espinhal apds lesdo neuropatica, o que
resulta no bloqueio desses canais e na reducdo da neurotransmissio
excitatoria no sistema nervoso central (Cheng e Chiou, 2006; Sills,
2006).

Atualmente, entretanto, a droga de escolha para o tratamento de
dor neuropatica ap6s lesdo medular é a pregabalina, que tem um
mecanismo de agdo similar ao da gabapentina, porém com resultados
muito mais satisfatorios na condi¢do dos pacientes (Siddall ez al., 2006;
Tzellos et al., 2008; Vranken et al., 2008).

Apesar dos antidepressivos triciclicos classicos como
amitriptilina, imipramina e clomipramina, terem demonstrado sua
eficacia no tratamento de dores neuropaticas originarias de diferentes
patologias, os dados na lesdo medular, no entanto, sdo controversos.
Esses farmacos foram primeiramente sintetizados na década de 40 e
usados exclusivamente para depressdo. No entanto, ao longo dos anos,
demonstrou-se suas propriedades analgésicas em pacientes com dor
cronica. Os efeitos dos triciclicos na dor ocorrem através da
dessensibilizagdo dos receptores dopaminérgicos do tipo D2, enquanto
os antidepressivos triciclicos classicos causam, também, uma inibigdo
balanceada da recaptagdo de serotonina e noradrenalina e atuam
bloqueando canais de calcio e de sodio (Mccleane, 2008).

E importante ressaltar que o tratamento da dor apés a lesdo
medular requer uma abordagem multiprofissional e abrangente, a fim de
apresentar maior eficacia. Atualmente, tem sido empregadas técnicas de
neuroestimulacdo, terapias cognitivas comportamentais ¢ medicamentos
para tentar reduzir o processo doloroso do lesado medular.

A busca por tratamentos mais eficazes das dores neuropaticas que
afligem pacientes com patologias diversas, tem sido constante e
interminavel. Neste contexto, um dos sistemas alvo que tem merecido
atencdo sdo as endotelinas, uma vez que podem estar implicadas em
processos dolorosos.
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1.9 Endotelinas na dor

As endotelinas foram descobertas por Yanagisawa e
colaboradores (1988) e Inoue e colaboradores (1989) e sdo peptideos
que produzem diversos efeitos em diferentes tecidos e sistemas. A
familia das endotelinas € composta por 3 peptideos: endotelina-1 (ET-
1), a ET-2 e a ET-3. Todas elas sdo constituidas por 21 aminoacidos e
apresentam duas pontes dissulfeto unindo pares de cisteinas. Embora as
células endoteliais vasculares sejam consideradas a principal fonte de
ET-1, os genes que codificam os trés peptideos sdo expressos por um
grande ntimero de células, incluindo miocitos cardiacos, células renais,
gliais, intestinais, células da musculatura lisa vascular, além macréfagos
e mastocitos (Kedzierski e Yanagisawa, 2001; Davenport ¢ Maguire,
2006).

A sintese da ET-1 ocorre a partir de um polipeptideo com
aproximadamente 212 aminoacidos denominado pré-pro-ET-1, o qual é
clivado por convertases ou peptidases, para originar a big-ET-1, um
peptideo que pode conter de 37 a 38 aminoacidos, dependendo da
espécie. O segundo passo para a sintese da ET-1 ¢ a clivagem da big-
ET-1 por endopeptidases especificas, denominadas enzimas conversoras
de endotelina (ECE) (Nussdorfer et al., 1999; Hans et al., 2009). Da
mesma maneira, a sintese de ET-2 e ET-3 ocorre a partir de
polipeptideos denominados pré-pro-ET-2 e pré-pro-ET-3, os quais sdo
clivados por convertases ou peptidases em big-ET-2 e big-ET-3, que
sofrem entdo a ag¢do da ECE, dando origem a ET-2 e ET-3,
respectivamente (Nussdorfer ef al., 1999; Hans et al., 2009).

As acdes das endotelinas sdao mediadas através de dois
receptores especificos, denominados ET, e ETg, os quais pertencem a
familia de receptores acoplados a proteinas G diferentes. Os receptores
ETa se acoplam principalmente a Gg/11 € Ggi213, enquanto os ETg em
Gio € Gy (Rashid et al, 2004). O receptor ET, apresenta uma
afinidade maior (70-100 vezes) pelas isoformas ET-1 e ET-2 do que
pela ET-3, enquanto o receptor ETg exibe afinidade semelhante pelas
trés isoformas (Arai et al., 1990; Sakurai et al, 1990). Ambos os
receptores podem ativar multiplas vias intracelulares de transducdo de
sinal (Sokolovsky, 1995). Ademais, ambos os receptores foram
devidamente clonados, o ETA por Arai e colaboradores (1990) e o ETg
por Sakurai e colaboradores (1990)

Receptores ET, s@o bloqueados seletivamente por antagonistas
peptidicos, como o BQ-123, ou ndo peptidicos, como o atrasentan, entre
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outros. Ja os receptores ETp sdo ativados seletivamente por agonistas
como a sarafotoxina Séc¢, a [Ala'*"'"'"] ET-1, 0 BQ-3020 ¢ o IRL 1620,
e seletivamente bloqueados por antagonistas peptidicos, como o BQ-
788, ou ndo peptidicos, como o A-192621, entre outros (Masaki ef al.,
1994; Webb e Meek, 1997). A meia vida da ET-1 no plasma ¢é de
aproximadamente 1 minuto e meio. Uma vez que ocorre a ligacdo da
ET-1 aos seus receptores, a qual é considerada praticamente irreversivel,
ambos sdo rapidamente internalizados. Os receptores ET4 sdo reciclados
e retornam a superficie da membrana, os receptores ETp sdo
encaminhados para os lisossomos, onde sdo degradados. A rapida
reciclagem dos receptores ET, contribui para sua capacidade de induzir
respostas contrateis de longa duragdo em vasos sanguineos, enquanto
que a degradacdo dos receptores ETg ¢ importante para a depuragdo da
ET-1 circulante desempenhada por este receptor (Fukuroda ef al., 1994;
Bremnes et al., 2000).

Embora as endotelinas estejam relacionadas ao controle
fisiologico de algumas fungdes, sua maior relevincia parece ser no
desenvolvimento de diversos processos fisiopatologicos, por exemplo
hipertensdo, cancer, inflamagao e dor (Remuzzi et al., 2002; Herrmann
et al., 2006; Liu et al, 2013). Atualmente, antagonistas duais de
receptores ETA/ETg ou seletivos de receptores ET, para endotelinas
estdo aprovados para uso clinico no tratamento de hipertensdo pulmonar
e de ulceragdes digitais em pacientes com Sindrome de Raynaud
primaria ou decorrente de esclerose multipla. Nestes ultimos, o
tratamento reduz o surgimento de novas lesdes e reduz a dor associada a
condicao (Steen et al., 2009; Ichimura et al., 2011; O'callaghan et al.,
2011).

A participagdo das endotelinas em processos de dor tem sido
relatada em diversos estudos (para revisdo ver (Hans et al, 2009;
Khodorova et al, 2009; Barr et al., 2011). Assim, Ferreira e
colaboradores (1989) descreveram pela primeira vez o efeito
nociceptivo das endotelinas demonstrando que a administracdo de ET-1
induzia contor¢des abdominais em camundongos, hiperalgesia mecanica
em ratos, incapacitacdo articular em cdes, e sensagdo de prurido e
hipernocicep¢do mecanica cutanea em humanos. Hosoda e
colaboradores (1994) produziram os primeiros camundongos nocaute
para receptores ETg, e foi demonstrada a participagdo dos receptores
ETg em respostas nociceptivas de dor visceral induzidas por fenil-
benzoquinona (Griswold et al., 1999).

Baamonde e colaboradores (2004) demonstraram que ambos os
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receptores, ET4 e ETp, mediavam a resposta hipernociceptiva mecénica
induzida por carragenina ou por complexo adjuvante de Freund (CFA),
entretanto apenas os receptores ET, eram envolvidos com a hiperalgesia
térmica. Os receptores ET, estdo distribuidos tanto em neurénios e
células da glia quanto em células vasculares - células musculares lisas e
endoteliais (Vigne ef al., 1993; Stanimirovic et al., 1994; De Oliveira et
al., 1995; Lysko et al., 1995). Além disso, os receptores ET, tem sido
encontrados em nociceptores de pequeno a grande calibres, enquanto os
receptores ETp tem sido encontrados tanto no GRD, em células satélites
gliais quanto em células de Schwann que revestem neurdnios
mielinizados, no entanto ndo sdo encontrados nos neur6nios
propriamente (Pomonis et al, 2001; Berti-Mattera et al, 2006;
Chichorro et al., 2010). Importante ressaltar que a razdo de receptores
ETA/ETg no GRD ¢ de 60:40 (Plant et al., 2007).

Ainda, RNAm de ET-1 foi encontrado nas laminas IV-VI da
medula espinhal e em diversas regides do cérebro relacionadas a
transmissdo da informacdo dolorosa, como por exemplo no estriado,
amigdala, hipocampo, hipotalamo, ntcleo da rafe, locus coeruleus,
cortex cerebral, tegmento pontino e formagao reticular lateral. Ademais ,
a expressdo de ET-1 foi demonstrada nas laminas I-V da medula
espinhal e a expressdao dos receptores ET5 no hipotalamo, formagdo
reticular, tegmento pontino, locus coeruleus e substincia negra
(Yoshizawa et al., 1989; Lee et al., 1990; Giaid ef al., 1991; Kurokawa
et al., 1997; Yamada e Kurokawa, 1998).

O mecanismo pelo qual a ET-1 promove respostas nociceptivas
inclui um aumento da ativagdo de canais de sodio dependents de
voltagem e resistentes a tetrodotoxina, induzida através de receptores
ETA (Zhou et al., 2002). A ET-1, através dos receptores ET,, causou
aumento na concentragdo intracelular de calcio em neurdnios sensoriais,
possibilitando suas ag¢des nociceptivas. Por outro lado, através da
ativacdo de receptores ETp, a ET-1 induziu aumento dos niveis de
AMPc e ativacdo de proteina quinase C, e estes mecanismos parecem
estar envolvidos na hipernocicep¢do mecanica induzida por este
peptideo em ratos (Da Cunha et al., 2004). Em cultura de neurdnios do
GRD de camundongos também foi demonstrada a participacdo de
proteinas quinases C no efeito potencializador da ET-1 sobre as
correntes evocadas pela capsaicina (Yamamoto ef al., 2006). Por outro
lado, altas doses de ET-1 parecem estar relacionadas a efeitos anti-
nociceptivos e anti-hiperalgésicos, via ativacdo de receptores ETB em
ratos e camundongos (Piovezan et al., 2000; Khodorova et al., 2002). O
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efeito modulatério resultante da ativagdo de receptores ETB sobre
respostas nociceptivas € atribuido a um mecanismo dependente de
opidides, o qual envolve a liberacdo de beta-endorfina a partir de
queratinocitos (Khodorova et al., 2003).

No sistema nervoso central, no entanto, a administragdo, seja
por via intratecal ou intracerebral, de ET-1 tem efeito antinociceptivo.
Tem sido relatado um efeito analgésico central de ET-1 enquanto a
injecdo em bolus na periferia desenvolve hiperalgesia em modelos
distintos de dor (Yamamoto et al, 1994; Hasue et al, 2004). No
entanto, Tai e colaboradores (2013) demonstraram, através de um
modelo de constricdo do nervo ciatico que injegdes intratecais de BQ-
123 foram capazes de aumentar o limiar nociceptivo dos animais,
sugerindo que a ET-1 e os receptores ET, interagem normalmente para
a sensibilizagdo a dor neuropatica, sendo que a ET-1 s6 exerce seus
efeitos analgésicos quando ha injecdo em bolus no SNC, mas ndo em
niveis fisiologicos em processo patologicos.

Além disso, demonstrou-se que a administra¢do intratecal de
ET-1 parece envolver a liberacdo de opidides endogenos, visto que seu
efeito anti-nociceptivo € bloqueada por naloxona, no cérebro (Kamei et
al., 1993). Por outro lado, a administragdo de ET-1 na PAG de
camundongos causou analgesia térmica mediada por ambos os
receptores ET, ¢ ETg e dependente da ativacdo de receptores NMDA
(D'amico et al, 1996; D'amico et al., 1997). Ja a administragdo
intracerebroventricular de ET-1 também produz analgesia térmica dose-
dependente mediada tanto por receptores ET, quanto por receptores
adrenérgicos-al (Hasue et al., 2004). Esses achados, sugerem que a
acdo antinociceptiva de ET-1 no cérebro seja, de fato, mediada por
ambos os receptores de endotelina, mas também por ativagdo de uma via
noradrenérgica que ativa a sinalizagdo inibitéria na medula espinhal,
através da liberag@o de opioides enddgenos (Hasue et al., 2004).

Assim, a participagdo das endotelinas em processos
fisiopatologicos tem levado ao desenvolvimento de farmacos que
possam ser usados na clinica para bloquear suas agdes. O bosentan,
antagonista dual de receptores ETA/ETp ja esta aprovado na clinica para
o tratamento da hipertensdo arterial pulmonar. No entanto, os estudos
relacionando dor neuropatica ap6s lesdo medular traumatica e
endotelinas ainda sdo recentes e escassos.
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1.10 Endotelinas na lesao medular

A primeira evidéncia da participacdo das endotelinas na
degeneragdo da medula espinhal ap6és o trauma medular foi a
demonstracdo de um o aumento na expressio de ET-1 ao longo da
medula espinhal de ratos apos a lesdo, o qual se relacionou diretamente
com a ruptura da barreira hematoencefalica, sendo que o tratamento com
bosentan foi capaz de reduzir esta disfuncdo (Mckenzie et al., 1995).
Além disso, sabe-se que no processo de regeneracdo do sistema nervoso
central o surgimento de astrocitos imaturos, que acaba por resultar em
gliose, ¢ fundamental para o processo de recuperagdo tecidual. Dessa
forma, Uesugi e colaboradores (1996) demonstraram que a ET-1 parece
ser um fator determinante no desenvolvimento cicatriz glial observado
apos a lesdo medular.

Em relacdo aos receptores de endotelinas sugere-se a
participacdo do receptor ET, na isquemia medular pds-traumatica
(Dawson et al., 1999; Barone et al., 2000) e na geragdo de espécies
reativas de oxigénio (Kasemsri e Armstead, 1997), enquanto o receptor
ETg esta envolvido com o processo de gliose reativa (Ishikawa et al.,
1997; Koyama et al., 1999). Ambos os receptores estdo expressos em
populagdes distintas de células vasculares, gliais e neuronais na medula
espinhal de ratos submetidos & compressio medular, sendo que o
receptor ETp tem sua expressdo aumentada em células gliais, enquanto a
expressdo vascular, tanto de ET, quanto de ETg, parece ndo sofrer
alteracdes (Peters et al., 2003)

Ainda, o tratamento de ratos submetidos a transec¢ao medular
com o outro antagonista ndo seletivo de receptores ETA/ETj,
endotelinérgicos o SB209670 levou a reducdo significativa do dano
axonal apoés a lesdo, demonstrando o papel desses receptores na
degeneragdo medular (Uesugi et al., 1998).

Como discutido anteriormente, a lesdo medular traumatica
deflagra a liberagdo pronunciada de mediadores quimicos inflamatorios.
Nesse contexto, Guo e colaboradores (2014) demonstraram que o
bloqueio dos receptores ETo e ETg, em um modelo de lesdao medular
traumatica em camundongos, reduziu significativamente os niveis de
citocinas pro-inflamatorias TNF-a, IL-1f3, IL-6 e a expressdo de iNOS.
Além disso, o bloqueio de ambos os receptores ET, e ETg resultam em
uma melhora locomotora do 21° dia até o 42° dia ap6s o trauma inicial
quando comparado ao grupo tratado com veiculo.
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As endotelinas sdo peptideos que produzem efeitos variados em
multiplos tecidos e sistemas. Embora haja poucos estudos que tratam
deste tema, os mesmos apresentam indicios de que as endotelinas
possam participar nas respostas fisiopatologicas desencadeadas pela
lesio medular traumatica, seja pelo prejuizo da barreira
hematoencefalica, na degeneracdo axonal e nos quadros associados a
dor.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O presente trabalho teve como objetivo geral avaliar, através de
estudos farmacologicos, histologicos e com o emprego de técnicas de
biologia molecular, o envolvimento dos receptores endotelinérgicos ETa
e ETg na dor neuropatica induzida pela lesdo medular traumatica em
ratos.

2.2. Objetivos especificos

Com o intuito de alcangar o objetivo geral proposto, o estudo foi
desenvolvido em etapas, de modo a alcangar os objetivos especificos
abaixo:

* Avaliar as alteragdes locomotoras dos animais e as alteragdes
histopatologicas da medula espinhal decorrentes da lesdo
medular traumatica;

¢ Determinar os niveis de RNAm para os receptores ET5 e ETg
na medula espinhal (segmentos Tg-T;;) antes e apds a indugdo
da lesdo medular;

¢ Detectar o decurso temporal de expressdo dos receptores ET, e
ETg na medula espinhal de animais falso-operados ou com
lesdo medular ;

¢ Determinar a localiza¢do dos receptores ET, ¢ ETg na medula
espinhal de animais falso-operados ou com lesdo medular;

¢ Avaliar o desenvolvimento da resposta hiperalgésica a
estimulos mecénicos e térmicos nos animais falso-operados e
lesados medulares em diferentes periodos ap6s o trauma
medular;

* Investigar se o tratamento com antagonistas seletivos dos
diferentes receptores de endotelinas sdo eficazes em ampliar a
recuperacdo da funcdo motora e reduzir as alteracdes
nociceptivas promovidas pela lesdo medular traumatica;

* Investigar o efeito de injecdo intratecal com ET-1, agonista dos
receptores ETA e ETB, no desenvolvimento da resposta
hiperalgésica a estimulos mecénicos nos animais falso-operados
e lesados medulares.
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3.MATERIAL E METODOS
3.1 Animais

Foram utilizados ratos Rattus norvegicus, variedade Wistar (270
— 280g) machos, provenientes do Biotério Central da Universidade
Federal de Santa Catarina (UFSC). Os animais foram mantidos em
condig¢des controladas de temperatura (22 £+ 2°C) e luminosidade (ciclo
claro/escuro de 12 horas). Todos os aspectos deste estudo seguiram as
recomendagdes do Guia de Uso ¢ Cuidado com Animais Laboratoriais
do National Institutes of Health (NIH) dos Estados Unidos da América
(Publication No. 85-23, revisado em 1996) e esta de acordo com o que
estabelece a legislagdo brasileira vigente sobre o emprego de animais
em estudos experimentais. Os protocolos experimentais utilizados em
ratos para indu¢do da lesdo medular traumatica e sua manutencdo foram
aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais da UFSC (CEUA,
processo n° PP00680).

3.2 Lesao Medular Traumatica - Procedimento Cirtrgico

Para a indugdo da lesdo medular traumatica foi utilizado o
modelo experimental previamente descrito por Vanicky e colaboradores
(2001) e Andrade e colaboradores (2011). Para tal, os animais foram
anestesiados com uma mistura de quetamina e xilazina (70 e 10 mg/kg,
respectivamente, Bayer, Sdo Paulo, SP, Brasil) pela via intraperitoneal
(i.p.). Apds a indugdo da anestesia, os animais receberam antibiotico de
amplo espectro (cloridrato de oxitetraciclina, 300 mg/kg). Em seguida,
foram realizadas tricotomia e assepsia do dorso do animal, seguidas da
administragdo subcutidnea de anestésico local contendo vasoconstritor
(cloridrato de lidocaina 2% + epinefrina 1:50000 - Xylestesin®) e da
incisdo de aproximadamente 3 c¢cm na linha média dorsal em sentido
rostro-caudal. O tecido gorduroso da regido foi removido e os musculos
que se inserem no nivel das vértebras toracicas 10-12 foram dissecados,
seguido pela remocdo dos processos espinhosos e fixacdo da coluna
vertebral através de um forceps.

Para expor a medula espinhal, foi realizado um pequeno orificio
(1,5 mm de diametro) no nivel da 11? vértebra toracica com o auxilio de
microscopio e broca cirurgicos. O orificio permitiu a insercdo de um
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cateter de embolectomia (Fogarty 2F, Lemaitre Catheters, Burlington,
MA, EUA) diretamente no espago epidural do canal medular, sem
danificar a dura mater. O cateter inserido no canal medular foi entdo
deslocado na dire¢do rostral em aproximadamente 1 cm até repousar
sobre a medula espinhal ao nivel da 107 vértebra toracica, onde o mesmo
foi inflado atingindo um didmetro pré-calibrado de 4,5 mm e mantido
inflado até o desaparecimento dos reflexos espinhais, o que ocorreu em
aproximadamente 1 minuto (Figura 3).

Apos este periodo, o cateter foi cuidadosamente removido e foi
realizada a sutura por planos (muscular e pele). Os animais falso-
operados foram submetidos ao mesmo protocolo descrito acima, porém
o cateter nao foi inserido no canal medular. Finalizado o procedimento
ciriirgico, os animais foram mantidos em ambiente limpo e aquecido até
a recuperagdo anestésica e observados diariamente para evitar
desconforto ou infec¢do. Como este procedimento cirirgico acarreta
alteracdes na contratilidade/relaxamento da bexiga urinaria e do
esfincter uretral externo, a bexiga dos animais submetidos a lesdo
medular foi esvaziada, diariamente, através da compressao manual da
regido abdominal do animal (método de Crede), até a restauragdo do
reflexo normal de micgdo, o qual geralmente ocorre 20 dias apds a
inducdo da paraplegia. Todos os cuidados pré- e pods-operatorios
seguiram o protocolo de Santos-Benito e colaboradores (2006), as
normas do MASCIS (Multicenter Animal Spinal Cord Injury Study) e as
do CEUA da UFSC.

Os animais foram divididos em trés grupos experimentais:
controle (nenhuma intervengdo cirtrgica), falso-operados (i.e.
intervencdo cirrgica sem inser¢ao do cateter) e lesados (i.e. intervengao
ciriirgica com inser¢do de cateter).

Orificio para exposig&o da medula

&4@&
e e b S Ty

Figura 3. Desenho representativo do orificio para exposicio da medula e da
posicao do cateter Fogarty 2F. Adaptado de Vanicky et al. (2001).
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3.3 Avaliacio da Atividade Locomotora

A atividade locomotora de cada animal foi avaliada utilizando a
escala de atividade locomotora Basso Beattie ¢ Besnaham (BBB) para
ratos (Basso et al., 1995), de acordo com os anexos 1 e 2. Dois
observadores treinados participaram de cada sessdao de teste e foram
posicionados de forma a permitir a observacao de cada lado do animal
através da caixa de observacdo. Cada animal foi avaliado a cada dois
dias por até 28 dias, e as sessOes individuais de cada animal duraram 5
minutos, para minimizar o risco de ndo observar movimentos
importantes. Os animais que permaneceram imoéveis por mais de 15 a 20
segundos foram estimulados por leves batidas na parte externa do
campo aberto. Caso nd3o respondesse ao estimulo, o animal era
posicionado pelos avaliadores no centro da caixa de observacao,
cuidadosamente, para que ndo houvesse toque na cauda ou nos membros
posteriores do animal, ja que isto pode influenciar o desempenho
locomotor (Basso et al., 1995). O escore diario foi atribuido pela média
de pontuagdo obtida de cada um dos membros posteriores (esquerdo e
direito).

3.4 Analise histopatolégica da medula espinhal

A andlise histopatologica da medula espinhal (segmentos Tg-
Ty;) foi realizada em amostras de animais falso-operados e lesionados
nos periodos de 2, 7, 14, 21 e 28 dias apds o procedimento cirurgico.
Para isto, os animais foram anestesiados e perfundidos com solugdo de
PBS (solugdo salina tamponada com fosfato 0,01 M, pH 7,2 a 74) e
paraformaldeido 4%. Apos a perfusdo dos animais, as medulas espinhais
entre os segmentos toracicos Tg-Ty; foram removidas, fixadas em
paraformaldeido 4% por 48 h e desidratadas em etanol 70% por 24 h,
sendo ambas as etapas conduzidas em temperatura ambiente. A seguir,
as amostras foram emblocadas em parafina, seccionadas em cortes
longitudinais de 30 pm e coradas com hematoxilina e eosina (HE), para
posterior avaliacdo microscopica.
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3.5 Extracido do RNA total

Para a extracdo do RNA total (RNAt), amostras da medula
espinhal de animais nao-operados, falso-operados e lesados foram
coletadas nos periodos de 2, 7, 14, 21 e 28 dias ap6s o procedimento
cirirgico e colocadas em microtubos de plastico siliconizados
(eppendorf® ) contendo Trizol® (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA), na
propor¢do de 1 ml do reagente para cada 100 mg de tecido. Os tecidos
foram homogeneizados € ao homogenato foram adicionados 200 pl de
cloroférmio, sendo este posteriormente submetido a agitacdo e
centrifugacdo (12,000 x g, 15 minutos, 4 °C). A fase aquosa contendo o
RNAt foi transferida para um novo tubo de eppendorf e adicionados 500
ul de alcool isopropilico. O conteudo do tubo foi misturado por inversdo
e, posteriormente, mantido em repouso em temperatura ambiente
durante 10 minutos. A mistura foi centrifugada (12.000 x g, 15 minutos,
4 °C), sendo o pellet resultante re-suspenso em 1 ml de etanol 75%
gelado. Apés a centrifugagio (7.000 x g, 5 minutos, 4 °C), o novo pellet
contendo RNAt foi suspendido em d4gua tratada com 0,1% de
dietilpirocarbanato (DEPC), sendo a sua concentragdo e pureza
determinadas através de um espectrofotdmetro NanoDrop 1100
(Nanodrop Technologies, Wilmington, DE, EUA). O RNA foi
aliquotado e estocado a -70 °C até o momento do uso. Uma vez obtido
o RNAt, foi realizado o ensaio de transcri¢do reversa seguida de reagdo
em cadeia de polimerase em tempo real (PCR em tempo real) como
descrito abaixo.

3.6 Ensaio de transcricio reversa seguida de reacido em cadeia de
polimerase em tempo real (PCR em tempo real)

Com o objetivo de determinar o efeito da lesdo medular sobre os
niveis de RNAm para os receptores ET, e ETg na medula espinhal (Tg-
Ty,) foi realizada a reagdo em cadeia da polimerase em tempo real (real-
time PCR). Para a reagdo da transcri¢do reversa, foi utilizada a enzima
Moloney Murine Leukemia Virus (M-MLV) (Invitrogen, Carlsbad, CA,
EUA). Amostras de medula espinhal contendo 2 pg de RNAt foram
incubadas com 1 pg de oligo dT (500 pg/ml), 1 pl de deoxinucleotideos
(dNTPs) mix (10 mM) e agua ultra pura para um volume final de 12 pl.
Para a obtengdo do DNA complementar (DNAc), as amostras foram
aquecidas a 65 °C por 5 minutos, resfriadas a 4 °C por 5 minutos para a
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adicao de 4 pl de tampao de primeira fita [250 mM Tris-HCI (pH 8,3),
375 mM KCl e 15 mM MgCl2), 2 ul de DTT (0,1 M)] e 1 pl de inibidor
de RNase. A mistura foi incubada a 37 °C por 50 minutos e a reagdo foi
inativada a 75 °C por 15 minutos. O DNAc foi estocado a 4 °C até a
realizagcdo da reacdo em cadeia de polimerase (PCR). A reacdo de PCR
foi realizada para promover a amplificacdo do DNAc para receptor ET
ou ETg e para B-actina ACTB. Para tal, o DNAc foi amplificado em
duplicata utilizando o kit Master Mix TagMan® Universal PCR
(Applied Biosystems, Sdo Paulo, SP, Brasil), com primers especificos
para ratos, com marcagdo 3’quencher (molécula que absorve
fluorescéncia) MGB e FAM, para ET, (Rn00561137 ml) ou ETjp
(Rn00569139 m1l) e 3’quencher MGB e VIC para o controle endogeno
B-actina ACTB (Rn00667869 ml) (Applied Biosystems). A reagdo de
PCR foi realizada em uma placa de reacdo optica de 96 pocgos (Applied
Biosystems). Cada reacdo continha 1 ul de DNAc (300 ng), 5 ul de
Master Mix (2x), 0,5 pl de sonda (primer Tagman) e 3,5 pl de agua
ultrapura, em um volume final de 10 pl. As amplificacdes foram
realizadas em um termociclador (StepOne Plus; Applied Biosystems)
para 55 ciclos. Os parametros do termociclador foram os seguintes: 50
°C por 2 min, 95 °C por 15 s, € 60 °C por 1 minuto. A fluorescéncia foi
coletada a cada ciclo de amplificacdo e os dados foram analisados
utilizando o método 2-*4“ para a quantificacdo relativa (QR). A
expressdo do gene alvo foi calibrada contra condigdes encontradas em
animais controle.

3.7 Expressio protéica pelo imunoensaio molecular de Western blot

A analise por imunodeteccdo (ensaio de Western blot) do
conteudo protéico da medula espinhal de animais do grupo controle falso-
operado ou lesados medulares consistiu em verificar o perfil temporal de
expressao dos receptores ET, € ETg. Nos tempos de 2, 7, 14, 21 e 28 dias
apos o procedimento ciriirgico os animais foram sacrificados por inalacdo
de CO, em camara apropriada e o segmento Ts-T;; de medula
(correspondentes ao sitio da lesdo, bem como suas porgdes rostral e
caudal) foi removido. Em seguida, as amostras foram lavadas em PBS,
congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas a —80°C até sua
utilizagdo. Os tecidos coletados foram homogeneizados em tampdo
contendo HEPES 50 mM pH 7,9; KCI 1 M; MgCl, 1 M; EDTA 0,1 M;
NaF 0,1 M; B-glicerofosfato 1 M; ditiotreitol 1 M; aprotinina 10 mg/mL;
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leupeptina 10 mg/mL; fenilmetilsulfonilfluoreto (PMSF) 200 mM e agua
deionizada e, em seguida, mantidos em repouso por 15 minutos a 4 °C. Os
tecidos homogeneizados foram centrifugados a 14.000 r.p.m, por 45
minutos a 4°C, o sobrenadante (correspondente ao extrato total) foi
coletado e a concentragdo de proteinas das amostras foi dosada utilizando
espectrofotdmetro NanoDrop 1100 (Nanodrop Technologies, Wilmington,
DE, EUA). Em seguida as amostras contendo quantidade iguais de
proteina (50 pg) foram adicionadas ao tampdo SDS-PAGE e separadas
por eletroforese em gel de poliacrilamida 10% a 100 V. As proteinas
foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose por eletroforese,
utilizando-se corrente constante de 300 mA, durante 120 min. Apds a
transferéncia, as membranas foram lavadas em tampao TBS-T (Solugdo
Tris 20mM, pH7,5, NaCl 150 mM, Tween 20 0,1%) e submetidos a
deteccdo das proteinas de interesse através do sistema automatizado
SNAP i.d. (Snap i.d. Protein Detection System blot holder, Millipore
Corporation, Billerica, MA, EUA). Para tal as membranas foram
posicionadas dentro do sistema de detec¢do de proteinas Snap i.d.
(Millipore Corporation, Billerica, MA, EUA) conectado a uma bomba de
vacuo. As membranas foram bloqueadas com tampdo TBS-T contendo 1
% de albumina sérica bovina por 20 segundos, sob vacuo. Em seguida, as
membranas foram incubadas com os anticorpos primarios especificos
contra receptores de ratos ETAR ou ETgR (1:150, Alomone Labs Ltd,
Jerusalem, Israel) por 10 minutos, a temperatura ambiente. O controle foi
realizado através da preabsorcdo de anticorpos com o respectivo antigeno
do peptideo de acordo com o fabricante (Alomone Labs Ltd.). A bomba
de vacuo foi novamente acionada para descartar os anticorpos livres por
aspiracdo, através de 3 lavagens consecutivas com tampao TBS-T. Em
seguida, o vacuo foi novamente desligado e as membranas foram
incubadas com os anticorpos secundarios especificos conjugados a uma
peroxidase, durante 10 minutos, e entdo submetidas a 3 lavagens
sucessivas com tampao TBS-T. As bandas foram visualizadas por
aumento da quimioluminescéncia, utilizando o sistema de deteccdo ECL
(Amersham Bioscience Corp., PA, E.U.A). A quantificacdo da
intensidade dos sinais das bandas foi determinada por densitometria,
utilizando-se o programa Scion Image (National Institutes of Health,
Bethesda, MD, EUA).
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3.8 Localizacdo dos receptores endotelinérgicos

A expressdo dos receptores endotelinérgicos ETo e ETg na
medula espinhal foi detectada em cortes histologicos confeccionados a
partir de blocos de parafina. Os cortes teciduais de espessura de 30 um
foram mantidos em estufa a uma temperatura de 70-90 °C até a
completa fusdo da parafina ao redor dos cortes. Posteriormente os
tecidos foram desparafinizados em xilol (xileno) e hidratados por
passagens consecutivas em concentracdes decrescentes de etanol (etanol
absoluto, etanol 90 %, etanol 80 % e finalmente etanol 70 %). O
bloqueio da peroxidase enddgena dos tecidos foi realizado com o
objetivo de eliminar o desenvolvimento de reagdes falso-positivas
inespecificas. Para tanto, as laminas foram imersas em uma solucao de
perdxido de hidrogénio a 1,5 % em metanol absoluto (v/v) por 20 min,
com posterior lavagem em agua destilada. Previamente a incubagdo com
0 anticorpo primario, as laminas foram submetidas ao tratamento para
reativacdo antigénica, com a finalidade de recuperar os sitios
antigénicos mascarados pela fixacdo e inclusdo do tecido em
formaldeido e parafina. Para este fim, foi preparada uma solugdo
composta por 180 mL de acido citrico 0,1 M e 820 mL de citrato de
sodio 0,1 M; pH 6,0. As laminas foram imersas nesta solugdo de
reativacdo antigénica diluida 1:10 em agua destilada e mantidas em
banho-maria ajustado para 95-98°C, durante 45 min. Logo apoés, ainda
como parte do processo de reativacdo antigénica através do calor, as
laminas foram retiradas do banho-maria, mantidas durante 20 min a
temperatura ambiente e posteriormente lavadas em agua destilada. Apos
a lavagem, as laminas foram submersas em PBS.

Os anticorpos primarios anti-ETA (1:200; Alomone Labs Ltd), e
anti-ETB (1:200; Alomone Labs Ltd) foram diluidos em solugdo
Reinascence (Biocare Medical, Concord, CA, EUA). A solugdo
contendo os anticorpos foi adicionada sobre os cortes teciduais e as
laminas foram mantidas em cdmara imida a uma temperatura de 2-8 °C,
durante 12-16 horas. A seguir, as laminas foram lavadas com PBS a
temperatura ambiente. Apos lavagem as laminas foram incubadas com
um polimero de detecgdo (PicTure ™ MAX Polymer detection kit), de
acordo com as instru¢des do fabricante. As amostras foram entdo
submetidas a uma revelac¢ao colorimétrica com kit comercial, através de
uma solugdo cromogena contendo 0,03 % de 3,3',44°-
tetraaminobifeniltetrahidrocloridrico (DAB). Apds a revelacdo, foram
realizadas: a contracoloragdo das laminas com solugdao de hematoxilina
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de Harris; a desidratacdo através de passagem das laminas em
concentragdes crescentes de etanol (etanol 70 %, etanol 80 %, 90 % e
etanol absoluto); a diafanizagdo em xilol e a montagem em
ENTELLAN®. A leitura das laminas foi realizada em microscopio
optico (Leica, Sao Paulo, SP), em aumento de 200 x, sendo analisados
todos os campos da lamina. As imagens foram registradas com auxilio
de uma camera Nikon (Sight DS-5M-L1, Melville, USA). O resultado
positivo foi revelado pelo aparecimento de coloragdo castanha no local
da marcag@o pelos anticorpos. Foram analisados trés cortes histologicos
da amostra de cada animal, sendo que cada grupo experimental foi
constituido de, no minimo, trés animais. Os resultados destes
experimentos foram expressos em unidades arbitrarias. Todos os grupos
experimentais foram processados sob condigdes idénticas. As
configuracdes para aquisi¢ao das imagens também foram idénticas para
todos os tecidos. As imagens foram transferidas para um computador
onde a intensidade da coloracdo dos pixels para receptores ET, ¢ ETg
foram calculadas para cada imagem utilizando o software NIH Imagel
1.36b (National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, USA).

3.9 Avaliacao da hiperalgesia mecanica

Para aplicagdo dos estimulos mecanicos, os animais foram
primeiramente habituados por pelos menos uma hora as caixas de
observacdo. Em seguida, foi realizada uma sessdo de selecdo prévia dos
animais baseada em suas respostas a aplicagdo repetitiva por 10 vezes
com o filamento de Von Frey (Semmes-Weinstein monofilaments,
Stoelting, Wood Dale, IL, EUA) de 4 g ¢ 15 g. Os filamentos foram
aplicados nas patas anteriores e posteriores perpendicularmente a
superficie plantar e forga crescente até flexdo do filamento nas patas
anteriores e posteriores do animal. Foi estabelecido um intervalo de no
minimo 30 segundos entre cada aplicagdo. Foi considerada como
resposta positiva dos animais a estimulagdo mecanica o comportamento
de retirada da pata estimulada. O percentual de retirada de cada pata
ap6s 10 aplicacdes do filamento foi considerado como indicativo da
intensidade da nocicep¢do mecanica. Apenas animais que apresentaram
resposta nociceptiva entre 0 e 30 % na sessdo de selecdo a foram
incluidos nos experimentos subseqiientes.

Para analise do decurso temporal da alteracdo nociceptiva
mecanica apos a lesdo medular, os animais foram estimulados com os
filamentos de von Frey 2, 7,14, 21 e 28 dias apds a cirurgia.
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3.10 Avaliacao da hiperalgesia térmica

Os animais foram primeiramente habituados por pelo menos uma
hora nas caixas de observacdo para aparato de Hargreaves. A laténcia
para retirada das patas posteriores em resposta a aplicacdo de estimulo
térmico foi determinada pela exposi¢do da superficie plantar das patas
posteriores a uma fonte de calor radiante (aparato de Hargreaves;
UgoBasile, Varese, Italia).

Nos periodos de 2, 7, 14, 21 e 28 dias ap6s o procedimento
cirirgico e tratamento, os animais foram posicionados em
compartimentos individuais sobre uma placa de vidro mantida a 30°C, e
uma fonte de calor radiante foi posicionada abaixo da placa de vidro e
direcionada para a pata posterior. A ativagdo da fonte ativou
simultaneamente um crondometro, sendo que ambos foram
imediatamente desligados pelo levantamento da pata, ou apos 20
segundos, quando ndo havia resposta do animal a fim de se evitar a
lesdao tecidual. Foi considerada como resposta positiva dos animais a
estimulagdo térmica o comportamento de retirada da pata estimulada.

3.11 Efeito dos antagonistas peptidérgicos dos receptores ET, e ETg
na hiperalgesia mecanica induzida por lesdo medular

Como a resposta hiperalgésica mecanica ao filamento de 15 g foi
mais acentuada nas patas posteriores no vigésimo primeiro dia apos o
trauma medular, foi escolhido esse periodo para a realizacdo do
tratamento intratecal com os antagonistas seletivos para receptores ET,
BQ-123(i.t., 40 ¢ 90 pmol) ou ETg, BQ-788 (i.t., 20 ¢ 90 pmol) ou
veiculo (salina). Os animais lesados medulares tiveram sua resposta ao
estimulo mecanico avaliada antes do tratamento e entre 30 minutos e 4 h
30 minutos apos o tratamento.

3.12 Efeito de bosentan, antagonista nio-peptidérgico dual dos
receptores ET, e ETg e pregabalina na locomociao e hiperalgesia
mecanica apos o trauma medular

Seguindo o mesmo protocolo descrito no item 3.11, utilizou-se o

tratamento com o antagonista seletivo dual para os receptores ET, e
ETg, bosentan (v.o., 30 mg/kg e 100 mg/kg), e como controle positivo
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utilizou-se pregabalina (Lyrica®; v.o., 30 mg/kg). Ambos os grupos
foram avaliados entre 1 e 6 horas apds o tratamento.

A pregabalina (v.o., 30 mg/kg) foi avaliada acerca da sua
capacidade de alterar a locomog¢do em animais controle através da
contagem do numero de quadrantes percorridos no campo aberto
durante 1 minuto.

3.13 Efeito do tratamento diario com bosentan na prevencio de dor
neuropatica e melhora na locomocéo apés trauma medular

Para investigar a possivel prevencdo do desenvolvimento de dor
neuropatica ap6s trauma medular através do antagonismo dos receptores
ET4 e ETg, tratou-se os animais com bosentan (v.o. 100 mg/kg) através
de administracdo oral didria entre o primeiro e o sétimo dia apds o
procedimento cirtirgico. Em seguida, avaliou-se a hiperalgesia mecanica
nos periodos de 2, 7, 14, 21 e 28 dias e, concomitantemente, avaliamos a
atividade locomotora através da escala BBB a cada 2 dias durante 28
dias.

3.14 Efeito da administracio central do agonista ET-1 na resposta
hiperalgésica apos lesio medular traumatica

Seguindo o mesmo protocolo de avaliacdo e tratamento descrito
no item 3.11 e para demonstrar atividade dos receptores ETA e ETg apos
o trauma medular, administrou-se o agonista desses receptores, a ET-1
(i.t. 3 pmol) e avaliou-se a resposta frente ao estimulo mecénico entre 30
min e 6 h 30 m ap6s a administragao.

3.15 Reagentes e Drogas
Os seguintes reagentes, drogas e solugoes foram utilizados:

* Anticorpos primarios anti-ET, e anti-ETg (Alomone Ltd,
Jerusalem, Israel)

* Bosentan (Actelion, Auschwill, Suica), antagonista nao
peptidico dual de
receptores ETA/ETB;

¢ BQ-123 (ciclo [DTrp-DAsp-Pro-Dval-Leu]) (Research
Biochemicals International, Natick, EUA), antagonista
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peptidico seletivo de receptores ETA;
BQ-788 (N-cis-2,6-dimetilpiperidino-carbonil-L-y-metileucil-
D-1-metoxicarbonil- D-norleucina) (Research Biochemicals
International, Natick, EUA), antagonista peptidico seletivo de
receptors ETB;
Cloridrato de Cetamina (Dopalen®, Sespo Industria e Comércio
Ltda, SP,

Brasil);
Cloridrato de lidocaina (Xylestesin®, Cristalia, SP, Brasil);
Deoxinucleotideos (ANTPs) (Invitrogen,Sao Paulo, Brasil);
Dietiltreitol (DTT) (Invitrogen,Sao Paulo, Brasil);
Endotelina-1 (Bachem, Natick, MA, EUA);
Enzima transcriptase reversa (Invitrogen,Sao Paulo, Brasil).
Inibidor de RNase (RNasin) (Invitrogen,Sao Paulo, Brasil);
Moloney Murine Leukemia Virus (M-MLYV) (Invitrogen,Sao
Paulo, Brasil);
Master Mix TagMan® Universal PCR (Applied Biosystems,
Sao Paulo, Brasil);
Oligo dT 15 (Invitrogen,Sao Paulo, Brasil);
Oxitetraciclina (Terramicina®, Pfizer, Guarulhos, Brasil);
Pregabalina (Lyrica®, Pfizer, Nova lorque, EUA);
Sondas (primers) para detec¢ao de RNA para ET,, ETg e ET-1
(Applied Biosystems, Sdo Paulo, Brasil);
Salina tamponada com fosfato em tabletes (phosphate-buffered
saline — PBS, Sigma, St. Louis, MO, EUA);
Tampdo de primeira fita para a reacdo de transcricdo reversa
(Invitrogen,Séao Paulo, Brasil
Xilazina (Dopaser®, Laboratorios Calier S.A., Barcelona,
Espanha).

BQ-123, BQ-788 ¢ ET-1 foram dissolvidos diretamente em PBS,

enquanto o bosentan e a pregablina foram preparados em salina.

3.16 Analise estatistica

Os resultados sdo apresentados como a média + erro padrdo da

média (e.p.m). As percentagens de inibicdo ou de aumento de expressdo
de proteinas ou RNAm sdo expressos como a média £+ erro padrio da
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média (e.p.m) das inibigdes ou dos aumentos maximos individuais
obtidos em cada experimento. A significancia estatistica das diferengas
entre os grupos foi avaliada através da analise de varidncia (ANOVA de
uma via ou ANOVA de duas vias com medidas repetidas), seguida do
teste post hoc de Bonferroni, teste U de Mann-Whitney ou teste “t” de
Student ndo pareado, conforme as caracteristicas de cada situagdo
experimental. Diferencas entre grupos com valor de P <0,05 foram
consideradas estatisticamente significantes. Todas as comparacdes
estatisticas foram efetuadas utilizando o programa GraphPad 5
(GraphPad Software, San Diego, CA, EUA). Todos os experimentos
foram realizados duplo-cego quando pertinente.
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4. RESULTADOS

4.1 Analise da atividade locomotora dos animais apés a lesdo
medular

Visando a reprodutibilidade do modelo experimental, no que
concerne o estabelecimento de paralisia medular, avaliamos
inicialmente o desempenho locomotor dos animais através da escala de
atividade locomotora desenvolvida por Basso e colaboradores (1995),
denominada escala BBB. Conforme ilustrado na Figura 1, os animais
falso-operados apresentaram atividade locomotora normal (escore 21)
durante todo o periodo de avaliagdo de 28 dias, sempre apresentaram
passadas plantares consistentes, marcha coordenada, liberacdo dos
dedos, estabilidade consistente do tronco e cauda elevada. Por outro
lado, a les@o da medula espinhal induziu nos animais um déficit
locomotor acentuado, caracterizado por auséncia de movimento dos
membros posteriores no segundo dia apds a cirurgia, seguido de
recuperacdo funcional sutil, sendo possivel observar somente o
movimento discreto de duas articulagdes. No dia 28 o escorc BBB
destes animais teve uma mediana de 4 (3-5), mantendo-se assim até o
final do periodo de observagdo, que se caracteriza por movimento
discreto das trés articulagdes — quadril, joelho e tornozelo. Esses escores
estdo em conformidade com os obtidos por Vanicky e colaboradores
(2001) (Figura 4).
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Figura 4. Avaliacio da atividade locomotora de animais submetidos a lesao

da medula espinhal, através da escala BBB. Tridngulos fechados representam

o grupo de animais falso-operados. Circulos fechados representam o grupo de

animais lesados. Cada grupo representa a mediana e intervalos interquartis de 8

animais. O asterisco indica um nivel de significincia de p < 0,05 em
comparagdo ao grupo falso-operado. (teste U de Mann-Whitney).

4.2 Alteracgdes histopatologicas decorrentes da lesio medular

Para detectar possiveis alteracdes histopatologicas da medula
espinhal decorrentes da lesdo medular, realizamos uma analise
histologica qualitativa do tecido. Nos animais lesados apos 2 dias do
trauma medular, as medulas espinhais apresentam estrutura
desorganizada, sendo a substancia cinzenta parcialmente substituida por
regides de cavitagdo, restos celulares, além de areas hemorragicas
caracterizadas pela presenca de hemécias extravasadas. E importante
ressaltar que a area composta por restos celulares corresponde a necrose
de liquefacdo, histologicamente caracterizada por um fundo amorfo sem
evidéncias de estruturas celulares, com areas cavitadas imersas em
fundo hemorragico (Figura 5D).

Entre 7 e 28 dias apos a lesdo medular, as medulas também
apresentaram alteracdes em sua arquitetura geral. Na regido da
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substancia cinzenta foram observadas amplas areas cavitadas
possivelmente relacionadas com processo necrdtico em fase resolutiva.
Neste periodo também ¢ possivel visualizar células balonizadas, que sdo
compativeis histologicamente com células neuronais degeneradas. No
entanto, as medulas dos animais com 7 e 14 dias (Figura 5E e F,
respectivamente) apresentam um infiltrado inflamatoério mais extenso
quando comparados com 21 e 28 dias (Figura 5G e H, respectivamente).
Na Figura 5E, ainda ¢ possivel visualizar em detalhe, na area da lesao,
as células degeneradas, denominadas células balonizadas.

.

C Falso-operado DT f o Lm2dias

LM 21 dias LM 28 dias

<

Figura 5. Alteracdes histopatolégicas da medula espinhal apds a lesdo
medular. Analise histologica realizada em cortes longitudinais de medula
espinhal de animais falso-operados (painel A) e lesados medulares (painel B)
(panoramica, escala 500 pm). Os painéis C-H mostram em detalhe a estrutura
medular em amostras obtidas de animais falso-operados e lesados medulares
(LM) 2, 7, 14, 21, 28 dias apos a cirurgia (coloracdo H&E: aumento de 10x,
escala 50 pm). Pontilhado no painel C separa a substancia cinzenta da branca.
No painel E, em detalhe, células degeneradas, do tipo balonizadas.
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4.3 Lesao medular traumatica altera sensibilidade mecanica

Avaliamos o desenvolvimento de hiperalgesia mecanica tanto em
membros anteriores quanto posteriores nos periodos de 2, 7, 14, 21 e 28
dias apods o trauma medular, através da aplicagdo de filamentos de von
Frey de 4 e 15 gramas de forga (Detloff ez al., 2012).

Observamos que os animais com lesdo medular ndo
desenvolveram aumento de frequéncia de respostas a estimulagdo
mecanica dos membros anteriores com qualquer dos filamentos
utilizados, sugerindo a auséncia de hiperalgesia acima do nivel da lesdo
medular. No entanto, os animais lesados medulares tiveram um aumento
significativo em comparagdo ao grupo falso-operado nas respostas ao
estimulo mecanico das patas posteriores, tanto com o filamento de 4
gramas quanto com o de 15. Essas alteracdes de sensibilidade foram
significantes desde o dia 14 até o dia 28 apds o procedimento cirirgico
(filamento de 4 gramas: aumento de 266,6 £ 51,9%, 329,5 + 49,6% e
182,7 + 47,0%, nos dias 14, 21 e 28, respectivamente; e filamento de 15
gramas o aumento de 239.8 = 33.1%; 366,3 + 48,4%; 207.37 = 3.2% nos
mesmos periodos) . No entanto, a maior frequéncia de retirada das patas
ocorreu com o filamento de 15 gramas no 21° dia quando comparado ao
grupo falso-operado (Fig. 6D, aumento 366,3 + 48,4%). Observa-se que
no periodo de 2 dias os animais apresentaram uma queda significativa
na frequéncia de respostas em comparacdo a avaliacdo realizada a
priori da cirurgia. Isso se deve ao choque medular caracteristico apods
uma lesdao medular, correspondendo a suspensdo transitoria da fungao e
reflexos abaixo do nivel da lesao.
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Figura 6. Efeito da lesio medular traumatica sobre a frequéncia de
comportamentos de retirada frente a estimulacio mecénica repetida das
patas anteriores e posteriores com filamentos de von Frey. Frequéncia de
resposta de retirada (%) das patas anteriores (A e C, respectivamente) e patas
posteriores (B e D, respectivamente) apds 10 estimulacdes consecutivas com
filamento de von Frey de 4 e 15 g, avaliados antes da cirurgia (PC) eem 2, 7 e
14, 21 e 28 dias apds o procedimento cirurgico. Cada grupo representa a média
+ e.p.m. de 6 - 8 animais. Os asteriscos (*) indicam P < 0,05 em comparagdo ao
grupo falso-operado e as cerquilhas (#) indicam P < 0,05 em comparacdo ao dia
antes do procedimento cirirgico (PC; ANOVA de duas vias com medidas
repetidas seguido com teste de Bonferroni).

4.4 Lesao medular traumatica altera sensibilidade térmica

Em seguida avaliamos se a lesdo medular promoveria o
desenvolvimento de hiperalgesia térmica tanto em membros anteriores
quanto posteriores nos periodos de 2, 7, 14, 21 e 28 dias apos o trauma
medular através do aparato de Hargreave’s.
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Observa-se que os animais lesados medulares apresentam uma
reducdo na sensibilidade térmica nas patas anteriores nos dias 7 e 14
apo6s o trauma medular (22,2 + 10.9% e 21,0 + 9,4%, respectivamente).
No entanto, devido ao choque medular e a auséncia de percepcdo do
estimulo térmico, ndo foi possivel avaliar a laténcia de retirada das patas
posteriores dos animais lesados nos dias 2 e 7 ap6s o procedimento
cirirgico, ou seja, esses animais atingiram o limite de tempo estipulado
sem percep¢io. Observa-se, porém, que no 14° e 21° dias seguidos da
lesdo medular, esses animais obtiveram uma redugdo de 29,8 + 9,8% ¢
34,7 £ 6,1%, respectivamente, na laténcia de retiradas das patas
posteriores. Em ambos os membros, anteriores e posteriores, houve um
retorno ao estado basal de sensibilidade térmica no 28° dia apds o
trauma medular.
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Figura 7. Efeito da lesio medular sobre a reatividade comportamental
frente a aplicacio de um estimulo térmico nas patas anteriores e
posteriores (teste de Hargreaves). Laténcia de retirada (em segundos) das
patas anteriores (A) e patas posteriores (B) antes da cirurgia e apos 3 sessdes
avaliadas em 2, 7 e 14, 21 e 28 dias apds o procedimento cirurgico. Cada grupo
representa a média + e.p.m. de 6 - 8 animais. Os asteriscos (*) indicam P < 0,05
em comparagdo ao grupo falso-operado e as cerquilhas (#) indicam P < 0,05 em
comparagdo ao dia antes do procedimento cirtirgico (PC; ANOVA de duas vias

com medidas repetidas seguido com teste de Bonferroni).

4.5 Efeito da lesio medular sobre os niveis de RNAm para os
receptores ET,, ETp e para ET-1.

Visando avaliar a possivel participagdo das endotelinas e seus
receptores apds a lesdo medular traumatica, foi realizada uma analise
dos niveis de RNAm para os receptores ET, e ETg das endotelinas no
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sitio da lesdo da medula espinhal de animais ndo-operados, falso-
operados e lesados, coletadas 2, 7, 14, 21 e 28 dias ap6s o procedimento
cirrgico.

Na figura 8, pode-se observar um aumento significativo nos
niveis de RNAm codificador dos receptores ET4 do sétimo ao vigésimo
oitavo dias apds a lesdo na medula espinhal (Figura 8A; dia 7, 4,40
vezes; dia 14, 15,1 vezes; dia 21, 6,4 vezes e dia 28, 13,4 vezes).

Os niveis do RNAm dos receptores ETg aumentaram no
segundo e no sétimo dia ap6s a lesdo medular e no 28° dia (4,0 vezes,
1,94 vezes e 1,9 vezes, respectivamente; Figura 8B). No entanto, ¢é
importante ressaltar que foram detectados niveis de RNAm para os
receptores ET4 cerca de 100 vezes maiores do que para os receptores
ETg na medula espinhal. Em relacdo aos niveis de RNAm para ET-1,
dois dias apos o trauma houve um aumento de 2,7 vezes em comparagao
ao grupo falso-operado, porém nao houve alteragdes significativas entre
os grupos avaliados nos demais periodos apos a lesdo medular
traumatica (Figura 8C).
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Figura 8. Efeito da lesdo medular sobre os niveis de RNAm para receptores
ET, e ETg e ET-1 na medula espinhal. Niveis de RNAm para receptores
ETa, ETg e ET-1 na medula espinhal (A, B, C respectivamente) coletados 2, 7,
14, 21 e 28 dias apods o procedimento cirurgico. Cada grupo representa a média
+ e.p.m. de 4 animais. Os asteriscos indicam o nivel de significincia em
comparagdo ao grupo falso-operado, *P < 0,05 (ANOVA de uma via seguido
do teste de Bonferroni).
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4.6 Analise da expressio dos receptores ET, e ETg na medula
espinhal apos a lesdo medular

A seguir foram investigadas as possiveis alteracdes na
expressdo protéica dos receptores ET, e ETg para endotelinas na medula
espinhal de ratos submetidos a lesdo medular traumatica. Apos a lesdo
da medula espinhal, a expressdo de receptores ET, aumentou em
aproximadamente 99,4 + 15,6% nas medulas espinhais coletadas 21
dias apos o procedimento cirurgico (Figura 9A). Nao houve alteragdo
significativa na expressdo deste receptor nos demais tempos observados.
Por outro lado, ndo observamos nenhuma alteracdo significativa na
expressdo protéica dos receptores ETg em decorréncia do trauma
medular em nenhum dos periodos avaliados. (Figura 9B).
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Figura 9. Efeito da lesdo medular sobre a expressio dos receptores ET, ¢ ETy na medula espinhal. O grafico indica a
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asteriscos indicam o nivel de significincia em comparagdo ao grupo falso-operado. C: controle enddgeno; *P < 0,05
(ANOVA de uma via seguido do teste de Bonferroni).



4.7 Analise da expressiao dos receptores ET, e ETg nas substincias
cinzenta e branca da medula espinhal apés a lesio medular

Com o objetivo de confirmar a indug@o do receptor ET5 € ETg na
medula espinhal em decorréncia da lesdo medular, a sua expressdo foi
avaliada através da técnica de imuno-histoquimica. Como pode ser
observado nas Figuras 10 (A e B) ambos os receptores estdo distribuidos
igualitariamente na substancia branca de animais naive, falso-operados e
lesados medulares. No entanto, a expressdo dos receptores ET, foi
aumentada significativamente em comparag¢do ao grupo falso-operado
na substincia cinzenta da medula espinhal no 14° dia apds o trauma
medular (174,4 £ 8,5%). Observa-se discreta marcagdo nos controles
(Figura 10A e B).
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Figura 10. Expressio dos receptores
ET, na medula espinhal apés o
trauma medular. Expressio de
receptores ET, na substancia branca
(SB) e cinzenta (SC) (painel A) da
medula espinhal. Imagens
representativas de imunomarcagao dos
receptores ET, na substancia branca
dos grupos controle e falso-operados.
(0] painel A representa a
imunomarcagdo dos receptores ET na
substancia branca (SB) e substancia
cinza (SB) de animais lesados
medulares nos dias 2, 7, 14, 21 e 28
dias ap6és o trauma medular,
respectivamente (escala = 100 mm).
Cada coluna representa a média e as
linhas verticais o e.p.m. de 4 animais.
# P < 0,05 comparado ao grupo
controle; *P <0,05 comparado com o
respectivo grupo falso-operado
(ANOVA de uma via seguida pelo
teste de Bonferroni).
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Figura 11. Expressio dos
receptores ETgy na medula
espinhal apés o trauma medular.
Expressdo de receptores ETg na
substancia branca (SB) e cinzenta
(SC) (painel C) da medula
espinhal. Imagens representativas
de imunomarcagdo dos receptores
ETg na substancia branca dos
grupos controle e falso-operados.
(0] painel C representam
imunomarcagdo dos receptores
ETg na substancia branca (SB) e
substancia cinza (SB) de animais
lesados medulares nos dias 2, 7,
14, 21 e 28 dias apds o trauma
medular, respectivamente (escala
100 mm). Cada coluna
representa a meédia e as linhas
verticais o e.p.m. de 4 animais. # P
< 0,05 comparado ao grupo
controle; *P <0,05 comparado
com o respectivo grupo falso-
operado (ANOVA de uma via
seeuida pelo teste de Bonferroni).
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4.9 Efeito do tratamento por via oral com o antagonista dual para
os receptores ET, e ETgy — bosentan e a pregabalina sobre a
hiperalgesia mecéinica das patas posteriores apés o trauma
medular

Avaliamos o tratamento dos animais lesados medulares apenas
no 21° dia ap6s a lesdo medular traumadtica através do tratamento por
via oral com bosentan (30 ou 100 mg/kg) ou pregabalina (30 mg/kg).
O bosentan foi capaz de reduzir significativamente a frequéncia de
respostas a estimulagdo mecénica na dose de 30 mg/kg apenas em 2
horas (Figura 12A, 40,2 £ 5,2 %), enquanto que a maior dose
promovem redugdes entre 2 e 4 horas apds o tratamento (Figura 12A,
52,0 £ 7,0%, 43,3 £ 6,1% e 31,8 + 6,5%, respectivamente). Ademais,
optamos por utilizar pregabalina, a qual ¢, clinicamente, a droga de
escolha para o tratamento de dores neuropaticas e dores espontaneas
de lesados medulares (Siddall et al., 2006), como um controle positivo
dos nossos tratamentos e observamos que administrado oralmente esse
farmaco (30 mg/kg) reduziu significativamente a hiperalgesia
mecanica entre 1 e 5 horas apds o tratamento (Figura 12B, 42,4 +
3,6%, 58,5 £ 7,5%, 70,8 + 3,1%, 59,8 = 7,3% e 57,1 £ 8,7%,
respectivamente). Observamos, além disso, que a pregabalina nao
causou nenhum efeito sedativo nos animais lesados quando avaliamos
a locomogdo, em campo aberto, quando comparados com o veiculo
(21,0 £ 1,8 e 18,6 £ 1,3 quadrantes, respectivamente; test t de Student
para amostras ndo pareadas).
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Figura 13. Efeito do tratamento por via oral do antagonista dual para os
receptores ET, e ETg (bosentan) e pregabalina sobre a frequéncia de
respostas comportamentais frente a estimulacio mecanica repetida das
patas posteriores com filamento de von Frey no 21° dia apés o trauma
medular. Resposta de frequéncia e retirada (%) das patas posteriores apos
tratamento (seta) com bosentan (30 e 100 mg/kg; A) ou pregabalina (30
mg/kg; B) apos 10 sessoes de estimulo por filamento de von Frey de 15 g,
avaliados entre 1 e 6 horas apos o tratamento. Cada grupo representa a média
+ e.p.m. de 6 - 8 animais. Os asteriscos indicam o nivel de significancia em
comparagdo ao grupo veiculo, *P < 0,05 (ANOVA de duas vias com medidas
repetidas seguido com teste de Bonferroni).

4.10 Efeito do tratamento diario do antagonista seletivo-dual para
os receptores ET,/ETg na prevencido de sensibilidade mecéanica
ap6s trauma medular

Para avaliamos se seria possivel prevenir ou reduzir o
desenvolvimento de sensibilidade mecanica nos animais lesados
medulares com o tratamento com bosentan, o0 mesmo foi administrado
por via oral entre o primeiro e o sétimo dia apés o trauma medular,
conforme ilustra a figura 13 (v.o. 100 mg/kg). No entanto, ndo
observamos melhora significativa em nenhum dos periodos avaliados
com o grupo veiculo quando avaliamos a hiperalgesia mecanica.
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Figura 14. Efeito do tratamento diario, entre o primeiro e o sétimo dia
apés o trauma medular, por via oral com o antagonista dual para os
receptores ET, e ETg (Bosentan) frente ao estimulo mecinico por
filamento de von Frey nas patas posteriores no 21° dia apés o trauma
medular. Resposta de frequéncia de retirada (%) das patas posteriores apds
tratamento com bosentan (100 mg/kg; v.0.), apos 10 sessdes de estimulo por
filamento de von Frey de 15 g, avaliados entre 1 e 6 horas apods o tratamento.
Cada grupo representa a média + e.p.m. de 6 - 8 animais (ANOVA de duas
vias com medidas repetidas seguido do teste de Bonferroni).

4.11 Efeito do tratamento com antagonista dual para os receptores
ETA/ETg na locomogao apés trauma medular.

No intutito de avaliar se seria possivel prevenir ou reduzir o
desenvolvimento de sensibilidade mecanica nos animais lesados
medulares com o tratamento com bosentan, o0 mesmo foi administrado
por via oral entre o primeiro e o sétimo dia apés o trauma medular,
conforme ilustra a figura 14 (v.o. 100 mg/kg). No entanto, ndo
observamos melhora significativa entre os grupos tratado e veiculo em
nenhum dos periodos avaliados pela escala BBB durante os 28 dias.
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Figura 15. Avaliacido da atividade locomotora de animais submetidos a
lesdo da medula espinhal e tratamento oral didrio com bosentan, através
da escala BBB. Circulos fechados em preto representam o grupo de animais
falso-operados, quadrados fechados representam os animais lesados
medulares e o grupo tratado é representado pelo circulo aberto. Cada grupo
representa a mediana e intervalos interquartis de 6 animais. Os asteriscos

indicam o nivel de significancia em comparacdo ao grupo falso-operado.
*P<0,05 (teste U de Whitney).

4.12 Efeito da injecio intratecal de Endotelina-1 na sensibilidade
mecanica apos lesio medular traumatica

Observamos uma reducdo significativa na hiperalgesia
mecanica quando administramos agonista endotelinérgico dos
receptores ETo/ETg, Endotelina-1 (ET-1) intratecal (3 pmol) no 21°
dia apos o procedimento cirurgico entre a 0,5h e 2,5h apos a injegao
quando comparados ao veiculo (33,3 £ 12,6%, 32,9 £ 10,7%, 39,2 +
4,9%, respectivamente). No entanto, observamos um aumento
significativo na hiperalgesia mecanica quando comparado ao grupo
falso-operado entre 3h 30 min e 6h 30 min apds a injecdo de ET-1
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(85,9 £ 15,0%, 1353 + 22,7%, 241,3 + 37,0%, 212,5 + 17,9%,
respectivamente) (Figura 15).
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Figura 16. Efeito da injecdo intratecal de endotelina-1 sobre a
reatividade comportamental a estimulacido da pata posterior de ratos 21
dias apods a lesdo medular. Resposta de frequéncia e retirada (%) das patas
posteriores apos injecao (seta) com ET-1 (3 pmol; seta) apds 10 sessoes de
estimulo por filamento de von Frey de 15 g, avaliados entre 30 min e 6 h 30
min apos a injecdo. Cada grupo representa a média + e.p.m. de 6 - 8 animais.
*P < 0,05 indicam o nivel de significancia em comparacdo ao grupo falso-
operado; *P < 0,05, indicam o nivel de significancia em comparagdo ao
grupo veiculo (ANOVA de duas vias com medidas repetidas seguido com
teste de Bonferroni).
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5. DISCUSSAO

A lesdo medular traumatica constitui uma lesdo neuroldgica
altamente incapacitante, a qual demanda elevados custos econdmicos e
traz impacto significativo na qualidade de vida, produtividade e
longevidade dos pacientes. O lesado medular ¢ afetado por diversas
comorbidades, entre as quais se destaca a dor cronica, que resultam em
baixa qualidade de vida e alto grau de desconforto ao paciente, além de
provocar alteragdes emocionais e dificultar a socializagdo e a vida
diaria. Apesar de parecer contraditoria a relagdo cadeirante-dor, a
prevaléncia da dor, no lesado medular, é em torno de 69%, sendo que
em um terco dessas pessoas a dor ¢ caracterizada como severa (Siddall e
Finnerup, 2006). Embora tenham ocorrido avangos importantes no
tratamento e manejo da dor neuropatica decorrente de lesdo medular,
seu tratamento continua sendo um desafio para a pratica clinica devido
aos efeitos adversos e/ou a estreita janela terapéutica dos medicamentos
presentes na clinica. Desse modo, a elucidagdo dos mecanismos
envolvidos e a busca por novos alvos terapéuticos para o tratamento de
dores neuropaticas apos traumas medulares sdo fundamentais. Assim,
através da utilizagdo de um modelo experimental de lesdo medular
traumatica induzido por compressdo, o presente estudo apresenta
resultados moleculares e funcionais que apontam os receptores das
endotelinas ET, ¢ ETg como candidatos a constituirem novo alvo
terapéutico com potencial para o tratamento eficaz da dor neuropatica de
animais com paraplegia.

Primeiramente, utilizou-se um modelo experimental de lesdo
medular traumatica em ratos, de intensidade controlavel e dependente
do diametro do cateter Fogarty inflado no espago epidural da medula
espinhal, corroborando os estudos de Vanicky e colaboradores (2001) e
Andrade e colaboradores (2011). Com o intuito de obter uma lesdo
severa da medula espinhal, foi utilizado um cateter inflado até o
diametro de 4,5 mm, correspondente ao volume de 15 pl de salina, o
qual gerou um escore final pela escala BBB de aproximadamente 4
pontos. Nestes animais, apos a paraplegia inicial, foi possivel observar
uma recuperagdo limitada e gradual da fung¢@o motora, que ndo se
completou ao longo das 4 semanas de observagdo. O déficit neuroldgico
persistente caracterizou-se por recuperagdo parcial, com movimento
discreto de todas as trés articulagcdes: quadril, joelho e tornozelo.
Entretanto, severas anormalidades persistiram, tais como no
posicionamento das patas posteriores e na coordenagdo motora.

Sabe-se que, apds lesdes parciais da medula espinhal, tanto
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mecanismos supraespinhais quanto espinhais participam na recuperagao
da locomogdo. Teoricamente, dependendo do nivel e da extensdo da
lesdo, as vias descendentes remanescentes podem assumir as fungdes da
medula espinhal lesionada, relegando os mecanismos espinhais para
uma via secundaria. Uma possibilidade alternativa ¢ a de que essas vias
remanescentes promovam a reorganizacdo do circuito espinhal, de
maneira que o circuito espinhal gerador de padrido de passos (GPPs)
assuma o papel primario na recuperagdo da locomogdo apds lesdes
parciais (Lundy-Ekman, 2008; Rossignol et al.,, 2011; Martinez e
Rossignol, 2013). Os GPPs espinhais constituem uma rede de neurdnios
capazes de gerar padrdes ritmicos, que contribuem para a execugdo dos
passos por ativarem neurdnios motores inferiores ao nivel da lesdo,
provocando flexdo e extensdo alternada nos quadris e joelhos, e que
podem ser ativados por certas vias que se originam no tronco cerebral e
descendem até a medula espinhal. Desse modo, como obtivemos uma
paraplegia severa, porém com recuperagdo parcial de movimento e nao
realizamos uma interrup¢ao total da medula espinhal por transcecdo,
vias neuronais remanescentes podem estar contribuindo para a ativagdo
dos GPPs e a consequente resposta de flexdo e extensdo observada nos
animais.

Lesoes espinhais por compressdo sdo difusas e geralmente
resultam em cavitagdo da medula espinhal. Normalmente, a recuperagdo
locomotora esta inversamente relacionada com o volume de cavitagdo e
a severidade da lesdo. A extensdo do dano da substincia branca,
dependendo da intensidade da lesdo, ¢ fortemente relacionada a
extensdo, ao numero e a localizagdo dos tratos espinhais lesionados,
resultando nos déficits locomotores. Lesdes por compressdo entre os
segmentos vertebrais Ty3 — L, podem prejudicar elementos criticos do
GPP para a locomocdo de membros posteriores, que parece estar
localizado entre os segmentos vertebrais lombares L; — L,, no rato. A
recuperacdo espontanea da locomocgdo reflete, sem davida, mudancas
nas interagdes sensoriais-motoras dentro e entre o GPP espinhal,
aferéncias descendentes supraespinhais e proprioespinhais, bem como
na retroalimentacdo sensorial periférica. Assim, embora haja déficits
especificos decorrentes da inativagdo de determinadas vias funcionais,
os animais podem, eventualmente, recuperar padrdes locomotores
funcionais, permitindo a locomogéo (Rossignol et al., 2008; Rossignol
et al., 2009).

A lesdo secundéaria decorrente do trauma medular envolve
mecanismos vasculares, i6nicos, bioquimicos, inflamatorios e celulares.
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Todos estes ocorrem concomitantemente, sdo inter-relacionados e
potencializam um ao outro (Dumont ef al., 2001; Profyris et al., 2004;
Fleming et al., 2006; Donnelly e Popovich, 2008). Através de analises
histologicas, demonstramos alteracdes teciduais marcantes na medula
espinhal decorrentes da lesdo medular traumatica.

Na analise histoldgica da medula espinhal dos animais lesionados
sacrificados 2 e 7 dias apds a lesdo (fase aguda) observou-se que o
epicentro é composto por restos celulares que correspondem a necrose
de liquefacdo, histologicamente caracterizada por um fundo amorfo sem
evidéncia de estruturas celulares, com areas cavitadas imersas em fundo
hemorragico. Este processo necro-hemorragico corresponde a um
estagio agudo da lesdo. Nesta fase, a isquemia da medula espinhal leva a
redugcdo imediata do seu fluxo sanguineo, o qual se intensifica nas
primeiras horas e dura por 24 horas, e ¢ determinado por uma
combinagdo de fatores locais e sist€émicos(Donnelly e Popovich, 2008).
Esta interrupcdo sanguinea pode ser seguida por uma hiperemia ou
reperfusdo, ocasionada pela redu¢do do pH, aumentando a area da lesdo
ao promover o influxo de radicais livres e outras substancias citotoxicas.
A hemorragia na substincia cinzenta ocorre nos primeiros 5 minutos
apds o trauma e determina a redugdo na perfusdo tecidual local. Ela
afeta, inicialmente, a porcdo central da medula espinhal e,
progressivamente, através da expansio do hematoma, atinge a
substancia branca. O edema vasogénico ocorre como resultado da lesdo
endotelial secundaria, a qual determina o aumento da permeabilidade
vascular. Este evento pode durar por mais de 15 dias, e esta relacionado
com o aparecimento da necrose ndo-hemorragica da substincia branca
(Amaral, 2010). Com a expansdo da hemorragia e do edema, as
substancias branca e cinzenta se dilatam, perdendo a defini¢do. Neste
estagio da lesdo secundaria, a necrose ¢ acompanhada por apoptose com
degeneragdo de diferentes tipos celulares (Profyris et al., 2004).

Na analise histologica da medula espinal dos animais lesionados
sacrificados durante a fase cronica da lesdo medular (14 e 28 dias)
observou-se que a presenca de areas cavitadas foi a Uinica caracteristica
histologica em comum com a medula dos animais sacrificados na fase
aguda. Os cortes histologicos destes animais apresentaram grande
quantidade de células balonizadas, envoltas por amplas areas cavitadas,
possivelmente relacionadas com processo necrdtico em fase resolutiva.
A presenca dessas células foi observada a partir do sétimo dia apds a
lesao da medula espinhal, o que sugere ser uma evidéncia do processo
traumatico. Marques e colaboradores (2009) descreveram que a medula
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espinhal dos animais submetidos a lesdo medular traumatica apresenta
um aumento importante da densidade celular, associado a edema e
cavitacdes, no periodo de 7 a 56 dias apos a inducdo da lesdo. Nossos
resultados também corroboram um estudo recente que descreveu o
aparecimento de lesdes cavitadas com células balonizadas na medula
espinhal de animais sacrificados 7, 14, 21 e 28 dias apos a inducdo da
lesao medular traumatica (Zhang et al., 2011).

Uma vez obtida uma lesdo medular traumatica severa
reprodutivel e quantificavel, avaliamos o perfil de resposta nociceptiva a
estimulacdo mecanica repetida das patas, aplicada através de filamentos
de von Frey. Desse modo, observou-se que os animais apresentaram
hiperalgesia somente abaixo do nivel da lesdo, sugerindo que areas
supraespinhais nao foram afetadas com o trauma medular.
Interessantemente, no periodo de 2 dias apds a lesdo medular os
animais tém uma queda significativa da resposta quando comparada a
avaliacdo a priori da cirurgia, e isso se deve ao choque medular
caracteristico apos uma lesdo medular, correspondendo a suspensdo
transitoria da fun¢do e reflexos abaixo do nivel da lesdo. Os sintomas
sd0: a perda de sensibilidade, paralisia flacida, auséncia de reflexos
profundos e abolicdo da atividade somatica reflexa, tendo também
alteracdo térmica abaixo do nivel da lesdo (Tuli et al., 2007; Popa et al.,
2010). O choque medular pode durar de dias a semanas, porém os seus
efeitos precoces geralmente desaparecem dentro de 24 horas apos a
lesdao. Corroborando esse conjunto de sintomas, observamos que o
modelo utilizado neste estudo promoveu alteracdo locomotora severa,
seguida de recuperacdo parcial gradual, de modo que os animais
apresentaram auséncia de sensibilidade nociceptiva térmica nos periodos
agudos ap6s o trauma e retornaram aos seus niveis basais nos periodos
cronicos. Além disso, diversos estudos tém demonstrado altera¢des na
nocicep¢do mecanica e térmica apos o trauma medular (Christensen et
al., 1996; Gwak et al., 2004; Nakae et al., 2011; Sandhir et al., 2011;
Barchini et al., 2012; Watson et al., 2014).

A lesdo medular promove uma plasticidade medular caracterizada
por alteragdes na responsividade neuronal através da ativagdo de fibras
nociceptivas silenciosas e alteragdes anatdmicas nas sinapses. Esses
mecanismos contribuem para as mudangas nas caracteristicas de
resposta dos neuronios no corno dorsal da medula espinhal em ratos
com alodinia (Siddall e Finnerup, 2006; Finnerup e Baastrup, 2012;
Sharp et al., 2012; Yu et al., 2013). Além disso, ocorre um brotamento
de fibras sensoriais aferentes ¢ uma disfun¢dao do sistema inibitério de
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neurotransmissdo envolvendo GABA e glicina (Sorkin e Puig, 1996;
Christensen e Hulsebosch, 1997; Baba et al., 2003; Krassioukov et al.,
2003; Ehlers, 2004; Dubin e Patapoutian, 2010; O'callaghan et al., 2011;
Schomberg ef al., 2012). Adicionalmente, a lesdo medular acarreta um
aumento expressivo de células inflamatorias e de mediadores
inflamatoérios na medula espinhal (Profyris et al., 2004). As alteracdes
nociceptivas mecanicas e térmicas estdo relacionadas, diretamente, ao
aumento da liberagdo de mediadores pro-inflamatorios, tais como TNF-
o, [L-1B e IL-6, na regido lombar da medula espinhal, local onde ocorre
o processamento da alodinia mecénica, assim essas citocinas modulam
a sensibilizagdo dos neurdnios de segunda ordem no corno dorsal da
medula espinhal (Clark et al., 2013).

Em relagdo aos receptores de endotelinas, sugere-se a
participacdo do receptor ETA na promoc¢do da isquemia medular pds-
traumatica (Dawson et al.,, 1999; Barone et al., 2000), enquanto o
receptor ETg esta envolvido com o processo de gliose reativa (Ishikawa
etal., 1997; Koyama et al., 1999). Ambos os receptores estdo expressos
na medula espinhal de ratos submetidos a compressdo medular em
populagdes distintas de células vasculares, gliais e neuronais, sendo que
o receptor ETp tem sua expressdo aumentada em células gliais, enquanto
a expressdo vascular, tanto de receptores ET, quanto de ETg, parece ndo
sofrer alteracdes (Peters et al., 2003)

Nesse contexto, quando realizamos a avaliacdo dos niveis de
RNAm para os ambos os receptores para endotelina nos segmentos
toracicos Ts-Ty; da medula espinhal, observamos um aumento
significativo de RNAm para os receptores ET, no grupo lesado medular
do 7° ao 28° dia. Em consonancia com esses achados, observou-se ainda
que os niveis de expressao do receptor ET, na medula espinhal de
animais com lesdo medular estavam significativamente aumentados no
21° dia apos o procedimento cirirgico. Esse aumento parece decorrer de
elevacdo na taxa de transcricdo de RNAm dos receptores ET 4, uma vez
que ele ja foi significativo nos lesados medulares no 7° dia apdés o
trauma medular e persistiu até o ultimo periodo avaliado. Talvez seja
pertinente ressaltar que, geralmente, os receptores ETs s@o
internalizados e reciclados para a membrana, enquanto os receptores
ETjp sdo apenas internalizados (Bremnes et al., 2000; Khimji e Rockey,
2010).

Apesar dos niveis de expressdo do receptor ETg ndo estarem
aumentados em quaisquer dos momentos examinados apos a lesdo,
houve um aumento da taxa de transcricdo do seu RNAm na medula
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espinhal 2, 7 e 28 dias apos a lesdo, sugerindo que o dano medular tenha
reduzido a taxa de renovagdo desses receptores no tecido. Apesar de
Peters e colaboradores (2003) relatarem uma maior distribuicdo dos
receptores ET5 do que ETg na medula espinhal de ratos, observamos
niveis semelhantes de expressdo desses receptores nos animais que
utilizamos neste estudo. No entanto, os niveis de RNAm encontrados
para os receptores ET, foram aproximadamente cem vezes maiores do
que para os receptores ETg na medula espinhal, sugerindo uma maior
transcricao daquele receptor.

Os receptores ET4 estdo distribuidos tanto em neurdnios e células
da glia, como também em c¢lulas vasculares, incluindo as células
musculares lisas e endoteliais (Vigne et al., 1993; Stanimirovic et al.,
1994; De Oliveira et al., 1995; Lysko et al., 1995). Assim, o aumento de
RNAm para receptor ET, detectado na medula espinhal no momento
agudo ap6s o trauma sugere um aumento na transcricdo do RNAm no
processo inflamatorio e hemorragico inicial, ja que o aumento de sua
expressdo esta relacionado a hemorragia subaracndide e a isquemia
(Clozel e Watanabe, 1993; Macrae et al, 1993). Ja nos periodos
cronicos pode-se sugerir que ha um aumento nas células gliais, uma vez
que ¢€ nessa fase mais tardia que se iniciam os processos de cicatrizagdo
glial e de degeneracdo Walleriana. Tal suposi¢do ¢ baseada em dados
que demonstram o aumento da expressdo de receptores ET, em
astrocitos apos lesdes no sistema nervoso central e sua participagdo na
degeneragdo axonal resultante do trauma, em especial através da entrada
de calcio nos axdnios lesados e a consequente ativagdo de caspases,
resultando em fragmentagdo axonal (Buki e Povlishock, 2006). Além
disso, pode-se sugerir que a ativagdo das células gliais e
consequentemente o aumento da expressdo desses receptores contribui
para a manutencao da dor cronica apos dano medular.

Corroborando esses achados, nossos resultados demonstram que
na substdncia cinzenta da medula espinhal ha um aumento da expressao
do receptor ET, no 14° dia apds o trauma medular, ainda que alteragdes
dos receptores ETp ndo tenham sido detectadas. Além disso, ¢
importante salientar que a expressdo dos receptores ET, ¢ ETp na
substancia branca da medula espinhal foi semelhante um ao outro e ndo
se apresentou modificada em quaisquer dos diferentes periodos
avaliados apos o trauma. Ademais, Peters e colaboradores (2003) ja
sugeriam que a vasoconstrigdo observada apos lesdes no SNC seria
decorréncia da baixa expressdo de receptores ETp, que exercem,
geralmente, agdes vasodilatadoras.
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Interessantemente, os niveis de RNAm para ET-1 foram
alterados no periodo agudo apoés o trauma. A primeira evidéncia da
participacdo das endotelinas na degeneragcdo da medula espinhal apos o
trauma medular demonstrou o aumento na expressdo de ET-1 ao longo
da medula espinhal, o qual se relacionou diretamente com a ruptura da
barreira hematoencefalica (McKenzie et al., 1995). Além disso, sabe-se
que, durante o processo de regeneracdo do sistema nervoso central, o
surgimento de astrocitos imaturos, que acaba por resultar em gliose, é
fundamental para o processo de recuperagdo tecidual. Dessa forma,
Uesugi e colaboradores (1996) demonstraram que a ET-1 parece ser um
fator determinante no desenvolvimento astrocitico observado apds a
lesdo medular.

Estudos anteriores do nosso grupo de pesquisa demonstraram a
importante participagdo das endotelinas e seus receptores no
desenvolvimento de alteragdes na nocicep¢do mecanica em diferentes
modelos. Werner e colaboradores (2010) demostraram que as
endotelinas podem alterar as respostas nociceptivas a estimulos térmicos
no modelo de ligacdo do nervo espinhal L5/L6 e que o tratamento com o
antagonista ET, (BQ-123), mas ndo ETg (BQ-788) foi capaz de reduzir
a dor causada por inje¢do de ET-1. Por outro lado, Chichorro e
colaboradores (2010) em um modelo de neuralgia do trigémeo
demonstraram que ambos os antagonistas dos receptores de endotelina
reduziram a nocicep¢ao induzida por injecdo de ET-1 no labio superior
ou na articulagdo temporomandibular. Ademais, Motta e colaboradores
(2006) relataram que injecOes intraplantares de ET-1 nas patas
posteriores de ratos causavam hiperalgesia mecénica e que isso ¢
dependente das vias de sinalizacdo que envolvem fosfolipase C,
fosfoquinase C e proteinas quinases ativadas por mitogenos (MAPKs;
p38, ERK 1/2 e INK).

Assim, em nosso modelo de lesdo medular traumatica
observamos que os animais com lesdo medular ndo desenvolveram
aumento de frequéncia de respostas a estimulacdo mecanica dos
membros anteriores com qualquer dos filamentos de von Frey utilizados
(4 ou 15 gramas), sugerindo a ausé€ncia de hiperalgesia acima do nivel
da lesdo medular. No entanto, os animais lesados medulares tiveram um
aumento significativo em comparagdo ao grupo falso-operado nas
respostas ao estimulo mecanico das patas posteriores, tanto com o
filamento de 4 gramas quanto com o de 15. Essas alteragoes de
sensibilidade foram significantes desde o dia 14 até o dia 28 apos o
procedimento cirtrgico. Porém, a maior frequéncia de retirada das patas
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ocorreu com o filamento de 15 gramas no 21° dia quando comparado ao
grupo falso-operado.

Desse modo, para verificar se as endotelinas participariam da
hiperalgesia mecanica causada pela lesdo medular traumatica, os
animais lesados medulares receberam um tratamento por injecdo
intratecal de BQ-123 (antagonista do receptor ET,), BQ-788
(antagonista do receptor ETg) ou veiculo no 21° dia apds o trauma
medular e suas reatividade a estimulagdo mecanica foram avaliadas por
um periodo de 4 horas e meia. Ao antagonizar os receptores ETa,
observamos uma redugdo significativa na hiperalgesia mecanica entre
150 e 210 minutos, quando comparado ao veiculo, com reversdo gradual
do efeito em periodos subsequentes. Por outro lado, apesar dos
receptores ETp terem sido relacionados a mediagdo de respostas
inflamatoérias a ET-1 e dores centrais (Yamamoto et al, 1994;
Baamonde et al., 2004; Da Cunha et al., 2004; Hasue et al., 2004), a
redugdo da frequéncia de respostas observada apo6s a administragdo do
antagonista de ETp (BQ-788) ndo foi significativa em relacdo ao
veiculo, sugerindo que, de fato, os receptores ET, podem ter uma maior
participacdo apds o trauma medular, inclusive na resposta dolorosa. Esta
possibilidade ¢ reforgada pela demonstracdo de que houve maior
expressio de receptores ET, na medula espinhal no 21° dia ap6s a lesdo
medular traumatica. Ademais, tem sido demonstrado que os receptores
ETA estdo presentes em fibras aferentes primarias que chegam as
laminas I e II do corno da medula espinhal (Peters, 2003), fibras estas
que estdo diretamente relacionadas a transmissdo da dor da periferia
para o SNC.

Como discutido anteriormente, ha um aumento nas células
gliais, uma vez que se inicia o processo de cicatrizagdo glial e de
degeneragdo Walleriana. Além disso, sabe-se que ha um aumento da
expressdo de receptores ET, em astrocitos apds lesdes no sistema
nervoso central e sua participagdo na degeneragdo axonal resultante do
trauma. Sabe-se que a ativagdo das células gliais e a comunicagdo das
mesmas com o0s neurdnios tém sido considerado primordiais no
desenvolvimento e manutengdo da dor cronica. Estudos recentes
implicam trés tipos de células gliais no desenvolvimento e manutengdo
da dor cronica: as microglias e os astrocitos, no sistema nervoso central,
e as células gliais satélites no ganglio da raiz dorsal (Berta et al., 2012;
Ji et al., 2013; Chen et al., 2014). Das células residentes no SNC, as
primeiras a responder sdo as microglias, seguidas pelos astrocitos. Além
disso, as sindromes dolorosas estdo associadas com a reagdo glial, a
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fosforilagdo de MAPKs e a sintese de mediadores gliais, como citocinas
e quimiocinas, e sua liberacdo para o espago extracelular (Gao e Ji,
2009; Gosselin et al., 2010; Taves et al., 2013).

Além disso, sugere-se que receptores ET, estejam envolvidos
na dor neuropatica apos constricdo do nervo ciatico (Klass et al, 2005).
Em estudos prévios, demonstrou-se que a administragdo de antagonistas
de receptores ET, atenua a alodinia em modelo de dor neuropatica por
diabetes, sugerindo uma interagdo endogena entre ET-1 e receptores
ET4 na sensibilizacdo mecanica (Jarvis et al, 2000).

Interessantemente, Guo e colaboradores (2014) demonstraram
que o bloqueio dos receptores ET, e ETp das endotelinas, com
antagonistas peptidicos, reduz o nimero de neutrofilos circulantes e de
monocitos na circulagdo periférica ap6és o trauma medular em
camundongos. O mesmo estudo demonstrou que o bloqueio dos
receptores ETg pelo antagonista BQ-788 ndo foi capaz de reduzir os
niveis das citocinas pro-inflamatorias IL-1p e IL-6. No entanto, o
antagonista do receptor ET4, BQ-123, foi capaz de ndo somente reduzir
os niveis dessas citocinas, como também, de TNF-a e a expressdo de
INOS no sitio da lesdo medular. Além disso, a combinagdo de
tratamento de BQ-123 ¢ BQ-788 também reduziu os niveis desses
mediadores inflamatorios. Assim, corroborando os resultados relatados
por Guo e colaboradores, quando tratamos os animais lesados medulares
do nosso modelo de estudo com BQ-123 obtivemos uma significativa
reducgdo na resposta a sensibilidade ao estimulo mecanico, enquanto nao
observamos alteragdes no tratamento com BQ-788.

Atualmente, antagonistas duais (ou mistos) de receptores
ETA/ETg, como o bosentan, ou seletivos de receptores ET, para
endotelinas, estdo aprovados para uso clinico no tratamento da
hipertensdo pulmonar e de ulceragdes digitais em pacientes com
Sindrome de Raynaud primaria ou decorrente de esclerose multipla.
Nesses ultimos, o tratamento reduz o surgimento de novas lesdes e
reduz a dor associada a condi¢dao (Steen et al., 2009; Ichimura et al.,
2011; O'Callaghan et al., 2011).

Quando os animais foram tratados por via oral com bosentan,
observou-se uma redugdo significativa na frequéncia de resposta a
estimulagdo mecanica na dose de 30 mg/kg apenas em 2 horas, enquanto
que a maior dose reduziu entre 2 e 4 horas apds o tratamento. O
bosentan, que é um antagonista ndo peptidico tanto para receptores ETp
quanto ETg, atravessa a barreira hematoencefalica (Patel et al., 1994;
Gabbay et al., 2007) e atenua o rompimento da barreira hematoespinhal
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provocado pela lesdo medular traumatica (McKenzie et al.,1995). Além
disso, este ultimo estudo demonstrou ainda que, quando o bosentan foi
administrado antes da inducdo do trauma medular, foi capaz de diminuir
o dano adjacente (caudal e rostral) ao sitio da lesdo. Assim, ficou
demonstrado que as endotelinas, de fato, possuem um envolvimento na
modulacdo da permeabilidade da medula espinhal apdés o trauma
medular. Um possivel mecanismo pelo qual as endotelinas podem
contribuir para a alteracdo da permeabilidade hematoespinhal apos a
lesao medular € pela facilitagdo da isquemia secundaria. Varios estudos
realizados desde a década de 80 tem descrito alteragcdo do fluxo
sanguineo na medula espinhal apos o trauma medular, especialmente no
sitio da lesdo (Dow-Edwards et al., 1980; Faden et al., 1981; Young et
al., 1981).

Adicionalmente, McKenzie e  colaboradores (1995)
demonstraram aumento da expressdo de receptores para endotelinas na
area da lesdo medular. Desse modo, as endotelinas podem contribuir
para a permeabilidade anormal através da isquemia secundaria pos-
traumatica ¢ da vasoconstricio da microvascularizagdo da medula
espinhal, uma vez que ha uma redugdo do fluxo sanguineo espinhal no
sitio da lesdo medular. Ademais, o bloqueio dos receptores ET, e ETg ¢
dos receptores ETg localizados nos astrocitos apos a lesdo medular pode
reduzir tanto a isquemia quanto a astrogliose, facilitando a
sobrevivéncia neuronal, regeneragdo e, consequentemente, uma
recuperacao funcional neuroldgica (Peters et al., 2003). Em um recente
trabalho recente, Fingley e colaboradores (2014) sugeriram que o
rompimento da barreira hemato-espinoencefalica apos o trauma medular
pode gerar o influxo de mediadores inflamatérios e proteinas que nao
atuam fisiologicamente no SNC. Assim, esse rompimento promove uma
oportunidade Unica para intervengdes terapéuticas.

Além disso, pode-se sugerir que o bloqueio dual dos receptores
endotelinérgicos pode reduzir o processo inflamatorio, através da
reducdo de citocinas pro-inflamatdrias e infiltragdo leucocitaria apos a
lesao medular, uma vez que, como discutido anteriormente, antagonistas
peptidicos em tratamento conjunto produzem esse efeito, assim a
relacdo entre os receptores ETA e ETp apos o dano medular possa ser de
cooperagdo ¢ ndo de antagonismo, tal como sugerido por Guo e
colaboradores (2014). No entanto, quando realizamos o tratamento
diario com bosentan durante 7 dias consecutivos, com inicio no primeiro
dia apos a lesdo medular, , ndo observamos qualquer efeito preventivo
no desenvolvimento da dor cronica em qualquer dos periodos avaliados.
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Do mesmo modo, ndo foi observado alteragdes na locomog¢do com o
tratamento diario de bosentan. Assim, estes resultados sugerem que o
bosentan ndo ¢é capaz de prevenir o desenvolvimento da dor, mas,
quando a mesma ja ¢ manifesta, ¢ capaz de reduzir sua intensidade de
forma transitoria mas sistematica. Assim, demonstramos que ha uma
influéncia do sistema endotelinérgico no controle da dor neuropatica
apods o trauma medular.

A pregabalina ¢, clinicamente, a droga de escolha para o
tratamento de dores neuropaticas e dores espontaneas de lesados
medulares (Siddall et al.,, 2006). Apos o trauma medular, ha um
aumento da expressdo da subunidade 02d-1 dos canais de calcio
dependentes de voltagem, local de ligacdo da pregabalina, através do
qual se pode mediar agdes analgésicas (Gee et al., 1996; Field et al.,
2006). Diante desses aspectos, nos experimentos com bosentan,
incluimos uma avaliagdo dos efeitos antihiperalgesicos da pregabalina,
como um controle positivo dos nossos tratamentos. Observamos que a
pregabalina ndo causou sedacdo nos animais lesados medulares quando
administrado oralmente, mas reduziu significativamente a hiperalgesia
mecanica entre 1 e 5 horas apds o tratamento. Desse modo, podemos
sugerir que o tratamento com bosentan atenua a dor apenas em algumas
horas por se ligar em receptores acoplados a proteina G, enquanto que a
acdo analgésica da pregabalina é observada logo apds o tratamento, por
estar associada a canal i6nico.

Até o momento, diversos trabalhos tem relatado que a injegdo
central de ET-1 causa um efeito analgésico central, em contraste com a
hiperalgesia que este mediador causa quando administrado na periferia
em modelos distintos de dor (Yamamoto et al., 1994; Hasue et al,
2004). No entanto, Tai e colaboradores (2013) demonstraram, através de
um modelo de constricdo do nervo ciatico, que injecdes intratecais de
BQ-123 foram capazes de aumentar o limiar nociceptivo dos animais,
sugerindo que a ET-1 e os receptores ET, interagem normalmente no
SNC para a sensibilizagdo a dor neuropatica. Além disso, Tai e
colaboradores (2013) também sugerem que ET-1 exerce seus efeitos
analgésicos centrais somente quando ha injecdo em bolus no SNC, mas
ndo em niveis fisiologicos em processo patoldogico. Corroborando os
achados de Tai e colaboradores (2013), também observamos que a
administragdo intratecal do antagonista de receptores ET, reduziu a
hiperalgesia mecanica no nosso modelo de lesdo medular.

Além disso, Hung e colaboradores (2014) sugerem que o efeito
antihiperalgésico central de ET-1 em um modelo de constri¢do do nervo
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ciatico pode ser através da inibicdo de ERK1/2 e Akt através da ativacao
do receptor ET,, assim nosso resultados podem sugerir que o efeito central
de ET-1 na les@o medular traumadtica pode ser pela mesma via, no entanto,
estudos mais aprofundados precisam ser realizados para elucidar tais
mecanismos.

Estudos prévios demonstraram a inducdo de dor por ET-1,
principalmente através de receptores ET,, em dores inflamatodrias
periféricas e centrais, sugerindo a existéncia de diferentes mecanismos
envolvidos na modulacdo central da dor processada por ET-1. Nossos
resultados demonstram que a injecdo intratecal de BQ-123 foi capaz de
reduzir a hiperalgesia nos animais, enquanto o mesmo nao foi observado
com o BQ-788, estando de acordo com os dados apresentados por Klass
e colaboradores e Tai e colaboradores. Assim, observamos no nosso
modelo que o bloqueio de receptores ET4 atenua o desenvolvimento da
dor neuropatica apos a lesdo medular traumatica.

Por fim, a demonstracdo do desenvolvimento de dor neuropatica
apods a lesao medular e o envolvimento do sistema endotelinérgico, em
especial, dos receptores ET, no desenvolvimento e manutencdo da dor
apés o traumatismo medular vem ao encontro de diversos estudos
farmacologicos que tém demonstrado a participagdo desses receptores
em outros processos dolorosos decorrentes de patologias distintas.

Apesar de ndao haver ainda uma vasta e atualizada literatura
acerca do envolvimento desses receptores na dor neuropatica decorrente
de trauma medular, o presente estudo ¢ um dos primeiros a demostrar a
importante participacdo de ambos os receptores endotelinérgicos, porém
com uma participagdo mais pronunciada dos receptores ET,. Assim,
podemos visualizar de maneira resumida as alteragdes desses receptores
e do peptideio ET-1 apds o trauma medular nas figuras 16 e 17.

Por fim, este estudo abre novas possibilidades para tratamento da
dor neuropatica decorrente de lesdo medular, em especial, uma
investigagcdo aprofundada sobre a utilizagdo de bosentan, droga que ja é
usada na clinica para hipertensao arterial pulmonar.
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Figura 17. Diagrama esquematico das alteracées do sistema endotelinérgico
promovidos pela lesio medular traumaitica. A lesdo medular traumatica
promoveu aumento dos niveis de RNAm para os receptores ET, (ET4R), ETg
(ETgR) e ET-1 na medula espinhal. Ocorreu um aumento da expressdao de ET,R
na medula espinhal 21 dias apdés o dano medular. Subsequentemente a lesdo
medular resultou em um aumento de ET,R na substancia cinzenta, mas ndo na
substincia branca, na medula espinhal no 14° dia apds o trauma.
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Figura 18. Mecanismos propostos para a participacio dos receptores ET, e
ETg na dor neuropatica decorrente da lesdo medular. A lesdo medular
traumdtica resulta em um aumento da expressdo de receptores ET,,
principalmente na substancia cinzenta da medula espinhal. O bloqueio destes
receptores por antagonistas seletivos para esses receptores (BQ-123) e por um
antagonista dual para receptores ET, e ETy (bosentan) e administragao de ET-1
no SNC reduzem significativamente a hiperalgesia mecanica decorrente do
trauma medular.
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6.CONCLUSAO

Os resultados do presente estudo mostram que a lesdo medular
traumatica decorrente de compreensao por catéter de embolectomia em
ratos ¢ um modelo importante para avaliar as alteragdes histologicas,
moleculares e funcionais dos receptores endotelinérgicos na dor
neuropatica em decorrente de trauma medular.

Apesar da translacionalidade para a clinica ser complexa, nossos
resultados permitem apontar o sistema endotelinérgico como sendo
importante no controle da dor cronica, constituindo portanto um
potencial alvo terapéutico. Por fim, o entendimento acerca da
participacdo dos receptores ET, ¢ ETg na dor neuropatica apds lesdo
medular tramatica pode contribuir para o desenvolvimento de novas
terapias para o tratamento desta importante comorbidade.
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8. ANEXOS

A.Escala de atividade locomotora BBB (Basso et al., 1995)
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5 Snave **  Dedos Amastando > 4 passos da pata F  Freqiente (31- [P Paralelo
(disereta) posterior 94%)
E Extenso C  Consistente (95-
100%)

Pontuacdo Definicdes operacionais de categorias e atributos

0 Nenhum movimento observavel do membro posterior.

1 Movimento discreto (<50% da amplitude) de uma ou das
duas articulagdes, geralmente, do quadril e/ou joelho.

2 Movimento extenso (>50% da amplitude) de uma
articulagdo ou movimento extenso de uma articulacdo e
discreto de uma outra.

3 Movimento extenso de duas articulagoes.

4 Movimento discreto de todas as trés articulagcdes do
membro posterior.

5 Movimento discreto de duas articulagdes e extenso da
terceira.

6 Movimento extenso de duas articulagdes e discreto da
terceira.

7 Movimento extenso das trés articulagbes do membro
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10

11

12

13

14

15

16

17

posterior.

Pedalada (movimento ritmico do membro posterior) sem
suporte de peso ou apoio plantar da pata sem suporte de
peso.

Apoio plantar da pata com suporte de peso somente em
fase de apoio (i.e., quando estatico) ou passada dorsal
ocasional (0 — 50% do tempo), freqiiente (50 — 94% do
tempo) ou consistente (95 — 100% do tempo) com suporte
de peso e nenhuma passada plantar.

Passo plantar com suporte de peso ocasional e nenhuma
coordenacdo dos membros anterior e posterior.

Passo plantar com suporte de peso freqiiente a consistente
e nenhuma coordenagao dos membros anterior e posterior.
Passo plantar com suporte de peso freqiiente a consistente
e coordenacdo ocasional dos membros anterior e posterior.
Passo plantar com suporte de peso freqiiente a consistente
e coordenacdo freqiiente dos membros anterior e posterior.
Passo plantar com suporte de peso consistente,
coordenagdo consistente dos membros anterior e posterior
e posicdo predominante da pata rodada (interna ou
externamente) durante a locomocdo, no instante do
contato inicial com a superficie bem como antes de liberar
os dedos no final da fase de apoio ou passada plantar
freqiiente, coordenacdo consistente dos membros anterior
e posterior e passada dorsal ocasional.

Passada plantar consistente e coordenacdo consistente dos
membros anterior e posterior e nenhuma liberagdo dos
dedos ou liberagdo ocasional durante o movimento do
membro para frente, posi¢do predominante da pata
paralela ao corpo no instante do contato inicial.

Passada plantar consistente e coordenagdo dos membros
anterior e posterior durante a marcha e a liberacdo dos
dedos ocorre freqiientemente durante o movimento do
membro para a frente, a posi¢do predominante da pata ¢
paralela ao corpo no instante do contato inicial e rodada
no instante da liberagao.

Passada plantar consistente e coordenagdo dos membros
anterior e posterior durante a marcha e a liberacao dos
dedos ocorre freqiientemente durante o movimento do
membro para a frente, a posi¢do predominante da pata é
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18

19

20

21

paralela ao corpo no instante do contato inicial e da
liberagao dos dedos.

Passada plantar consistente e coordenagdo dos membros
anterior e posterior durante a marcha e a liberacdo dos
dedos ocorre consistentemente durante o movimento do
membro para a frente, a posi¢do ¢ paralela ao corpo no
instante do contato inicial ¢ rodada na liberagdo dos
dedos.

Passada plantar consistente e coordenagdo dos membros
anterior e posterior durante a marcha e a liberacao dos
dedos ocorre consistentemente durante o movimento do
membro para a frente, a posi¢do predominante da pata é
paralela ao corpo no instante do contato inicial ¢ da
liberagdo dos dedos e apresenta a cauda para baixo parte
do tempo ou por todo o tempo.

Passada plantar consistente e coordenagdo dos membros
anterior e posterior durante a marcha e a liberacdo dos
dedos ocorre consistentemente durante o movimento do
membro para a frente, a posi¢do predominante da pata ¢
paralela ao corpo no instante do contato inicial e da
liberagdo dos dedos e apresenta a cauda consistentemente
elevada e instabilidade do tronco.

Passada plantar consistente e marcha coordenada,
liberagdo consistente dos dedos, a posi¢ao predominante
da pata ¢ paralela ao corpo durante toda a fase de apoio,
estabilidade  consistente = do  tronco, a cauda
consistentemente elevada.
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DEFINICOES

Discreta

Extensa

Pedalada

Sem suporte de peso

Com suporte de peso

Passada plantar

Passada dorsal

Coordenagdo dos membros
anterior e posterior

Ocasional

Freqliente

Movimento parcial da articulacdo,
inferior a metade da amplitude de
movimento da articulagdo.
Movimento parcial da articulacdo,
superior a metade da amplitude de
movimento da articulagdo.
Movimento ritmico do membro
posterior no qual suas  trés
articulagdes estdo estendidas, em
seguida completamente flexionadas e
novamente estendidas, o animal
geralmente inclina-se lateralmente, a
superficie plantar da pata pode ou ndo
tocar o solo, nenhum suporte de peso
corporeo ¢ evidente por toda a pata
posterior.

Nenhuma contragdo dos musculos
extensores do membro posterior
durante pisada plantar da pata ou
nenhuma elevagao da coxa.

Contragdo dos musculos extensores
do membro posterior durante a pisada
plantar da pata ou nenhuma elevagao
da coxa.

A pata estd em contato plantar com
suporte de peso, em seguida ocorre o
movimento do membro para frente até
ser restabelecido o contato plantar
com suporte de peso.

O peso ¢ suportado pela superficie
dorsal da pata em qualquer ponto do
ciclo do passo.

Para todo o passo do membro anterior
ocorre um passo do membro posterior
€ os membros posteriores se alternam.
Menos do que ou igual a metade das
vezes, < ou igual a 50%.

Mais do que a metade, mas ndo
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sempre, 51 —94%.
Consistente Quase sempre ou sempre, 95 — 100%.
Instabilidade do tronco Lateralizagdo do peso que causa
oscilagdo de um lado a outro ou
colapso parcial do tronco
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	FINAL Tese Stefânia Forner- A5 .6
	FINAL Tese Stefânia Forner- A5 .7
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