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RESUMO

A recente descoberta de que o receptor de potencial transitério A 1 (TRPAL) é
expresso em células ndo neuronais trouxe novas perspectivas a respeito de
sua funcdo na dor e na inflamacé&o. O objetivo deste estudo foi investigar os
mecanismos envolvidos na hiperalgesia (determinada pela redugéo no limiar
mecanico nociceptivo) e no edema (determinado pelo aumento da espessura
da pata) induzidos pela ativagdo do TRPAL. A injecdo de alilisotiocianato
(AITC) (50; 100 ou 300 ug/pata) na pata de ratos induziu hiperalgesia e edema
de forma dose e tempo dependente. A hiperalgesia e o edema induzidos pelo
AITC foram bloqueados pela coadministracdo do antagonista seletivo de
TRPA1, HC-030031 (600 ou 1200 ug/pata), assim como o tratamento prévio
com oligodeoxinucleotideo (ODN) antisense (4 injecdes intratecais diarias de 5
nmol) bloqueou a hiperalgesia e reduziu o edema e a expressao do TRPA1 em
neurdnios do ganglio da raiz dorsal. Esses resultados demonstram que a
hiperalgesia e o edema induzidos pelo AITC dependem da ativacdo do TRPAL.
A coadministracdo de antagonista de receptores de neurocininas 1 (L-703, 606,
38 pg/pata) ou de peptideo relacionado ao gene da calcitonina (CGRPg37, 5
pg/pata) reduziu significativamente a hiperalgesia e o edema induzidos pelo
AITC, indicando o envolvimento de neuropeptideos. O tratamento prévio com
um degranulador de mastdcitos (composto 48/80, quatro injecdes diarias de 1,
3, 10 e 10 pug/pata) ou a coadministracdo de antagonista de receptores H1
(pirilamina, 400 pg/pata), 5-HT;a (way 100, 135, 450 pg/pata) ou 5-HT;
(tropisetron, 450 pg/pata) também reduziu a hiperalgesia e edema induzidos
pelo AITC, indicando o envolvimento de mastocitos, histamina e serotonina. O
tratamento prévio com um inibidor de selectinas (fucoidan, 20 mg/kg), a
administracdo de um inibidor de ciclooxigenase (indometacina, 100 pg/pata) ou
de antagonistas de receptores adrenérgicos 1 (atenolol, 6 pg/pata) e p2 (ICI
118, 551, 1,5 pg/pata) também reduziu significativamente a hiperalgesia e
edema induzidos pelo AITC, indicando que a migracdo de neutrofilos, a sintese
de prostaglandinas e a liberacdo de noradrenalina contribuem para a
hiperalgesia e edema induzidos pela ativacdo do TRPAL. Juntos, esses dados
demonstram que o TRPA1 medeia alguns dos principais eventos inflamatorios,
0 que sugere gue seu papel na dor e inflamacao vai além de sua contribuicdo
para a excitabilidade neuronal.

Palavras-chave: TRPAL; sensibilizacdo do nociceptor; hiperalgesia; edema



ABSTRACT

The recent discovery that transient receptor potential ankiryn 1 (TRPAL), is
expressed in non neuronal cells has brought new insights into the function of
this receptor in inflammatory pain. The objective of this study was to investigate
the mechanisms involved in hyperalgesia (determined by the reduction in
mechanical nociceptive threshold) and edema (determined by the increase in
paw thickness) induced by TRPA1 activation. The injection of AITC (50, 100 or
300 ug/paw) in the rat paw induced hyperalgesia and edema in a dose and time
dependent manner. The hyperalgesia and edema induced by AITC were
blocked by the co-administration of the selective TRPAL antagonist, HC-030031
(600 or 1200 png/paw), while the pretreatment with antisense
oligodeoxynucleotide (ODN) (4 daily intrathecal injections of 5 nmol) blocked
the hyperalgesia and edema and reduced the expression of TRPAL in neurons
of the dorsal root ganglion. These results demonstrate that the hyperalgesia
and edema induced by AITC are dependent on TRPA1l activation. Co-
administration of receptors antagonists of neurokinin 1 (L-703,606, 38 pg/paw)
or calcitonin gene related peptide (CGRPg.37, 5 pg/paw) significantly reduced
AITC-induced hyperalgesia edema, indicating the neuropeptides involvement.
Pretreatment with a mast cells degranulador (compound 48/80, four daily
injections of 1, 3, 10 and 10 pg/paw) or co-administration of antagonist of H1
receptors (pyrilamine, 400 pg/paw), 5-HTia (way 100, 135, 450 pg/paw) or 5-
HTs (tropisetron, 450 pg/paw) also reduced AITC-induced hyperalgesia and
edema, indicating mast cells, histamine and serotonin involvement. Previous
treatment with a selectin inhibitor (fucoidan, 20 mg/kg), the co-administration of
a cyclooxygenase inhibitor (indomethacin, 100 pg/paw) or the 1 (atenolol, 6
ug/paw) and B2 (ICI 118, 551,1.5 ug/paw) adrenergic receptor antagonists, also
significantly reduced AITC-induced hyperalgesia and edema, indicating that the
neutrophils migration, prostaglandin synthesis and release of norepinephrine
contributes to the hyperalgesia and edema induced by TRPAL activation.
Together, these results demonstrate that TRPA1 mediates some of the key
inflammatory events, suggesting that its role in pain and inflammation goes
beyond their contribution to neuronal excitability.

Keywords: TRPAL; nociceptor sensitization, hyperalgesia, edema
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1 INTRODUCAO

A dor é considerada um dos maiores problemas de saude publica da
sociedade atual e embora nosso conhecimento sobre o0s mecanismos
nociceptivos tenha evoluido muito nos ultimos anos, os farmacos utilizados
para o controle da dor hoje pertencem a mesma classe de farmacos utilizados
hd décadas. Sa&o principalmente anti-inflamatérios n&o esteroidais e
analgésicos opioides, cujo uso clinico € marcado por um alto indice de
insucessos e/ou de efeitos colaterais que se intensificam com o uso cronico. A
maioria das condi¢Bes dolorosas é de origem inflamatéria periférica e varios
estudos experimentais tém sido conduzidos com o objetivo de identificar novos
alvos moleculares para o tratamento da dor inflamatéria em sua origem, ou
seja, na periferia. Nesse contexto, o0 recentemente descoberto receptor
ionotrépico denominado Receptor de Potencial Transitorio Anquirina 1 - TRPA1
tem se mostrado um alvo em potencial.

O TRPA1l é um canal de cations ndo seletivo pertencente a
superfamilia de receptores TRP (Receptores de Potencial Transitério) e
expresso principalmente em uma subpopulacdo de neurdnios nociceptivos
primarios que também expressam o TRPV1. A descoberta mais recente de que
o0 TRPA1 é expresso em células ndo neuronais (DU et al., 2007; STRENG et
al.,, 2008; EARLEY et al., 2009; GRATZKE et al., 2010) trouxe novas
perspectivas sobre a funcdo desse receptor na dor inflamatéria (ATOYAN et al.,
2009; JAIN et al.,, 2011). O TRPAL pode ser ativado diretamente, por ions
calcio (DOERNER et al., 2007) ou por substancias eletrofilicas que se ligam
covalentemente a residuos de cisteina do canal (HINMAN et al.,, 2006;
MACPHERSON et al., 2007a). As primeiras substancias quimicas identificadas
como capazes de ativa-lo foram os compostos irritantes presentes em extratos
de alho, a alicina (MACPHERSON et al.,, 2005), e de mostarda, o alil
isotiocianato (JORDT et al.,, 2004). Recentemente foi demonstrado que
substancias endbégenas também ativam diretamente o TRPAL, é o caso de
metabalitos eletrofilicos das prostaglandinas E2 e D2 (CRUZ-ORENGO et al.,
2008; TAYLOR-CLARK et al., 2008) e do 4-hydroxy-2-nonenal (HNE)
(MACPHERSON et al., 2007b; TREVISANI et al., 2007), um aldeido enddégeno

produzido em altas concentracdes através da peroxidacdo dos fosfolipidios de
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membrana, em resposta a lesao tecidual e inflamacéo. Indiretamente, o TRPA1
pode ser ativado por mediadores inflamatérios classicos, através de vias de
sinalizacdo iniciadas apos a ativacdo de receptores acoplados a proteina G
(BANDELL et al., 2004; BAUTISTA et al., 2006; WANG et al., 2008). Portanto,
em um tecido inflamado, inumeros mediadores enddégenos liberados
localmente levam a ativagédo do TRPAL. Esta promiscuidade conferiu destaque
ao TRPA1 como um receptor chave na dor inflamatoria (BANDELL et al., 2004,
DAl et al.,, 2007; MACPHERSON et al., 2007a; MCNAMARA et al., 2007;
PETRUS et al., 2007; ANDRADE et al., 2008; FISCHER et al., 2008; WANG et
al., 2008).

A dor inflamatéria se desenvolve em resposta a mediadores liberados
no sitio da lesdo tecidual, alguns atuam diretamente nos nociceptores,
enquanto que outros atuam indiretamente, através de células inflamatorias,
para estimular a liberacdo adicional de mediadores inflamatorios. Os
mediadores inflamatorios que atuam diretamente nos neurdnios nociceptivos
podem ser divididos naqueles que ativam os nociceptores, levando a geracao
do potencial de acdo e a percepcdo da dor, e, haqueles que sensibilizam os
nociceptores, aumentando a excitabilidade da membrana e diminuindo a
intensidade de estimulo necessaria para disparar um potencial de acédo
(BESSON, 1999). Portanto, a sensibilizacdo do nociceptor € caracterizada por
um estado de hiperalgesia durante o qual estimulos nocivos sdo percebidos
como mais dolorosos do que o habitual (FERREIRA; NAKAMURA, 1979;
PARADA et al., 2005). Este é um processo comum a todas as condi¢cdes de dor
inflamatoria.

Uma vez que o TRPA1l é receptor ionotrépico, sua ativacdo na
membrana dos neurdnios nociceptivos leva a geracao do potencial de acao e a
percepcao de dor. Contudo, um crescente conjunto de evidéncias tem sugerido
gue o TRPA1 também desempenha um papel importante na sensibilizacdo do
nociceptor (OBATA et al., 2005; PETRUS et al., 2007; DA COSTA et al., 2010).
Nesse sentido, um estudo recente de nosso grupo demonstrou que a ativacao
do TRPA1l em neurbnios nociceptivos é essencial para a manutencdo da
hiperalgesia induzida por prostaglandina E2 (DALL'ACQUA et al., 2012). No
entanto, todos esses estudos se concentram nos mecanismos de ativagcao do

TRPAL neuronal e nas consequéncias diretas dessa ativacdo na excitabilidade
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do nociceptor. Na literatura ndo ha estudos que investiguem uma possivel
participacdo do TRPAL1 nos mecanismos classicos da inflamacéo. Isto é de
especial interesse, uma vez que estudos recentes mostram que a ativacdo do
TRPA1 em células nado-neuronais induz a liberacdo de mediadores pro-
inflamatorios, como citocinas e prostaglandinas E2 ciceptor e na resposta
inflamatoéria. Portanto, considerando que o TRPA1 é um receptor promiscuo
que tem sido encontrado em um numero crescente de células ndo neuronais
envolvidas na inflamacéo, € possivel que seu papel na dor inflamatéria va além
de sua participacédo direta na excitabilidade neuronal (ATOYAN et al., 2009;
JAIN et al., 2011), conhecidos por contribuir na sensibilizagdo do neurénio. O
objetivo deste estudo foi caracterizar a magnitude e a durag&o da hiperalgesia
e do edema induzidos pela ativacdo do TRPAL e testar a hipotese de que o
TRPA1 contribui para a hiperalgesia inflamatéria e para formacao de edema ao

regular multiplos mecanismos inflamatdrios.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 RESPOSTA INFLAMATORIA

Inflamacao, em seu sentido mais amplo, € uma resposta do hospedeiro
a leséo tecidual. O processo inflamatorio foi inicialmente descrito por Cornelius
Celsius ha mais de 2.000 anos, que instituiu os sinais cardinais (calor, rubor,
edema e dor; o quinto sinal cardinal, perda da funcdo, foi descrito
posteriormente por Virchow). Para que os sinais cardinais da inflamacao
tornem-se evidentes, € necessario que ocorra diversos mecanismos
hemodinamicos. Inicialmente, uma rapida vasodilatacdo aumenta o suprimento
sanguineo local. A permeabilidade vascular aumentada permite que as
proteinas imunes soluveis, penetrem no local de leséo, onde possam atacar 0s
agentes invasores. A expressdao de moléculas de adesdo vascular e de
quimiocinas atraem leucécitos, que em seguida, migram para 0 espaco
intersticial, com o objetivo de destruir os agentes patogénicos. Assim, através
destes mecanismos ha uma rapida ativacao e deslocamento de substancias e
células de defesa. Portanto, é importante ressaltar que todas essas etapas que
constituem o processo inflamatério (vasodilatacdo, aumento da permeabilidade
vascular e migracdo celular) sdo reguladas pela acédo de varios mediadores
liberados durante uma lesédo tecidual (MEDZHITOV, 2008).

7

O aumento do fluxo sanguineo é resultado de vasodilatacdo que
normalmente é mediada por agentes inflamatérios, como a histamina,
prostaglandinas, oxido nitico. Esse aumento no fluxo sanguineo pode explicar
0s sinais de calor e rubor evidenciados em um processo inflamatério. O
extravazamento de plasma rico em proteinas para 0 espago extravascular
ocorre por uma reducdo da velocidade do fluxo sanguineo que é resultado do
aumento da permeabilidade vascular e do aumento do fluxo sanguineo. A
reducdo da pressdo osmdtica intravascular e aumento da pressdo osmatica
extravascular decorrente do extravasamento plasmatico, somado a pressao
hidrostatica aumentada devido a vasodilatacédo, induz a saida e acumulo de

fluido no interstico explicando o desenvolvimento do edema durante a
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inflamacé&o aguda. Outro mecanismo envolvido no aumento da permeabilidade
vascular inclui a retracdo das células endoteliais através do envolvimento do
citoesqueleto (KUMAR, 2005; LICHTMAN; WILLIAMS, 2006).

Na sequéncia de eventos de um processo inflamatério, a etapa
subsequente é a migracao de células inflamatérias para o local da lesdo. Os
leucécitos séo os principais efetores, responsaveis pela fagocitose e eliminagéo
de agentes invasores celulares durante a inflamacéo. Portanto, a migracao de
leucdcitos do sangue para dentro dos tecidos representa um dos componentes
mais importantes da resposta inflamatodria, pois possibilita 0 acesso destas
células ao local lesado. Os leucécitos circulantes migram dos vasos para 0s
tecidos tanto em condi¢g6es normais quanto em circunstancias patologicas. Na
inflamacédo, a medida que o fluxo sanguineo se lentifica em decorréncia da
vasodilatacdo e do aumento da permeabilidade vascular, os leucdcitos
assumem uma posicdo mais periférica, processo este chamado de marginacéo.
Posteriormente, os leucdcitos aderem temporariamente ao endotélio e iniciam
um processo de rolagem até o momento que conseguem atravessar a
membrana e passar para o espaco extravascular. A direcdo da locomocao das
células no espagco extravascular €é determinada pela fonte de
atrativos/quimiotéticos no ambiente local (quimiotaxia) (LANGER; CHAVAKIS,
2009). Apos a sua chegada ao local desejado, essas células fagociticas séo
responsaveis por conter e destruir microorganismos patogénicos através da
fagocitose e liberacdo de espécies reativas de oxigénio, nitrogénio e enzimas
proteoliticas presente em seus granulos. Contudo, essas substancias podem
destruir ndo somente 0 agente agressor, mas também os tecidos circundantes
promovendo danos teciduais. Durante o processo de migracdo da corrente
sanguinea para o espaco extravascular, os leucocitos podem lesionar a parede
dos vasos, correndo o risco de provocar trombose ou edema (YONEKAWA;
HARLAN, 2005).

Apoés iniciado, o processo inflamatério pode se resolver de maneira
adequada, neutralizando e eliminando o agente agressor e restaurando o
tecido afetado. O processo de resolucédo envolve a neutralizacéo e eliminagéo
do agente agressor, normalizacdo da permeabilidade vascular e cessacao da
infiltracdo leucocitaria (WEIGERT et al., 2009). Entretanto, o processo

inflamatoério pode seguir outro curso que ndo a resolucéo e progredir para um
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processo inflamatorio crébnico como resultado da persisténcia do agente
agressor ou falhas nos processos de resolucéo (KUMAR, 2005)

Dentre os mediadores do processo inflamatdrio, podemos citar os
neuropeptideos, que compdem o classico processo de inflamacao neurogénica.
Esse processo de inflamac&o neurogénica refere-se a uma série de respostas
inflamatorias geradas pela liberacdo de neuropeptideos como de substancia P
(SP) e do peptideo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP), a partir de
terminais de neurénios sensoriais primarios.

A substancia P foi descoberta em 1931 por von Euler e Gaddum. E um
neuropeptideo formado por 11 aminoacidos, encontrada no sistema nervoso
central (SNC) e periférico. Altas concentragcbes de substancia P sé&o
encontradas na substancia negra, no mesencéfalo, na regido pré-éptica do
hipotalamo, dentre outras. Na periferia, a substancia P € encontrada nos
aferentes primarios (fibras Ad e C) (OTSUKA; YOSHIOKA, 1993). Suas acdes
sdo mediadas, principalmente, através de receptores NK1, que séo receptores
do tipo metabotrépicos, acoplados a proteina G (REGOLI et al., 1994) que
podem causar vasodilatacdo e aumento da permeabilidade vascular
diretamente, ou através da liberacdo de histamina.

O CGRP é um neuropeptideo multifuncional cuja sua imunorreatividade
€ especialmente prevalente no nervo trigémeo, onde sua expressao é de
interesse particular, dado o papel do sistema trigeminovascular na enxaqueca
(MESSLINGER, 2009). Nas terminagbes nervosas periféricas, CGRP é
reconhecido como o peptideo vasodilatador mais potente, e suas respostas séo
mediadas através de receptores acoplados a proteina G (BRAIN; GRANT,
2004). Além da vasodilatacdo, a liberacdo periférica de CGRP, juntamente
com a liberagdo de substancia P, podem desencadear degranulacdo de
mastocitos, que contribui para inflamacao neurogénica (BRAIN; GRANT, 2004;
THEOHARIDES et al., 2005).

Em suma, a estimulagdo de nervos periféricos induz a liberacdo
antidrébmica de neuropeptideo, cujos principais representantes sao substancia
P e peptideo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP), que, ao ativar seus
receptores espalhados em diferentes células, induzem a ativagdo de mdultiplos

mecanismos inflamatérios, dentre eles acentuado aumento da permeabilidade
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vascular e de extravazamento de plasma, fenbmeno que pode explicar o

edema causado ao se ativar fibras aferentes primarias.

2.2 DOR

Na presengca de estimulos nocivos o organismo aciona respostas
protetoras apropriadas, dentre elas a sensacao de dor que funciona como um
alerta ao dano tecidual (WOOLF; SALTER, 2000; JULIUS; BASBAUM, 2001).
Portanto, o adequado funcionamento do sistema sensorial € de fundamental
Importancia para proteger o organismo de danos teciduais. Contudo, quando
submetido a condi¢fes patoldgicas e/ou persistentes, esse sistema nociceptivo
pode ficar sensibilizado e a dor assume carater cronico perdendo suas
caracteristicas de alerta e protecdo, transformando-se em uma doenca
(ZEILHOFER, 2005).

Segundo a Associacao Internacional para o Estudo da Dor (em inglés,
IASP), a dor é definida como uma experiéncia sensorial e emocional
desagradavel, associada a lesdo tecidual real ou potencial (MERSKEY;
BOGDUK, 1994). J& o termo nocicepcédo esta relacionado com o componente
sensorial da dor, ou seja, é a consequéncia do estimulo nocivo sobre o sistema
sensorial e nervoso.

A dor também pode ser avaliada em animais, através da observacao
comportamental de movimentos estereotipados classicos da espécie que sao
evidenciados apés a estimulacdo nociceptiva. Assim sendo, modelos animais
de dor séo, de fato, modelos de nocicep¢ao (TJOLSEN; HOLE, 1997), uma vez
qgue a discriminacdo do componente emocional da dor € limitada. A importancia
desses estudos experimentais em animais encontra-se no fato de que eles tém
contribuido de forma significativa para o entendimento dos mudltiplos
mecanismos envolvidos na transmissdo e processamento da informacao
nociceptiva. Sdo estudos essenciais para a possivel identificacdo de novos
alvos moleculares e para posterior desenvolvimento de drogas que alcancem
um maior indice de sucesso no tratamento e controle da dor aliado a menores
efeitos colaterais. O conhecimento sobre 0s mecanismos nociceptivos atingiu

avangos significativos, porém contrasta diretamente com a auséncia de
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avancos nas estratégias terapéuticas. Sabemos que os farmacos utilizados
hoje para o controle da dor sdo os mesmos h& décadas, basicamente opioides
e anti-inflamatérios ndo esteroidais (AINES), que, embora eficazes em grande
parte das condicbes dolorosas, apresentam efeitos adversos que tornam o
tratamento clinico limitado (NEGUS et al., 2006; WOODCOCK et al., 2007). O
aparecimento da toleréncia analgésica e a possibilidade de desenvolvimento de
dependéncia quimica sdo alguns dos efeitos adversos apresentados pelos
analgésicos opidides. Entre os AINEs, o problema mais frequente esta
relacionado as complicacdes gastrintestinais (HENRY et al., 1996; COLLETT,
1998; MERCADANTE, 1999; WHITTLE, 2003).

2.3 MECANISMOS NOCICEPTIVOS PERIFERICOS

As terminacdes nervosas livres dos neurdnios aferentes primarios que
recebem o estimulo nociceptivo na periferia sdo denominadas nociceptores.
Estes estdo amplamente distribuidos na pele, vasos, musculos, articulacdes e
visceras, dentre esses, a pele se destaca por receber uma grande quantidade
de estimulos nociceptivos periféricos (JULIUS; BASBAUM, 2001). Estes
nociceptores séo classificados através de sua localizacdo, velocidade de
conducao e pelas propriedades que o fazem gerar resposta, podendo eles ser
ativados por véarias formas de energia, como por exemplo, estimulos
mecanicos, elétricos, térmicos e quimicos. Uma classe de fibras nociceptivas
sao as fibras mielinizadas do tipo Ad, de diametro médio e conducéo rapida que
respondem a estimulos mecanicos e térmicos. Outra classe engloba fibras do
tipo C, ndo-mielinizadas de pequeno diametro e conducéo lenta, chamadas
também de nociceptores polimodais, pois tendem a responder a estimulos
térmicos, quimicos e mecéanicos. Sob condi¢des inflamatérias as fibras
polimodais s&o principalmente estimuladas por uma variedade de substancias
neuroativas como ions potassio, ions hidrogénio, adenosina trifosfato (ATP),
bradicinina, dentre outras que séo liberadas por células que sofreram leséo
(COUTAUX et al., 2005). Ha uma sub-populacdo de nociceptores chamada

nociceptores silenciosos (“silent or sleeping” - nociceptors), que normalmente
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ndo sao responsivos a estimulos, a menos que sejam previamente
sensibilizados. A lesdo tecidual seguida de inflamacdo (estimulo nocivo
quimico), mudanca de temperatura (estimulo nocivo térmico), diferenca
osmotica ou distensdo do tecido (estimulo nocivo mecéanico) podem induzir a
sensibilizacdo desses nociceptores. Uma vez sensibilizados, esses
nociceptores podem ser facilmente ativados, podendo inclusive apresentar
atividade espontanea (JULIUS; BASBAUM, 2001). Além disso, 0s nociceptores
promovem transducdo de sinais, isto €, a conversao de estimulos fisicos em
correntes despolarizantes que percorrem a membrana da célula. Esse
fenbmeno ocorre quando um estimulo é capaz de promover correntes de ions
ndo especificos. A abertura de canais de sodio e de calcio ou o fechamento de
canais de potassio, por exemplo, podem levar a despolarizacdo da fibra
nociceptiva (UEDA, 1999). Quando a despolarizacdo atinge um determinado
limiar os canais de soOdio voltagem-dependentes abrem-se deflagrando um
potencial de ac&do. Recentes avancos na biologia molecular tém levado
pesquisadores a identificar, clonar e investigar receptores bioquimicos
localizados na membrana das fibras aferentes primarias que atuam como
estruturas transdutoras de sinal. Dentre esses transdutores, podemos citar 0s
receptores da familia TRP, que participam da transducdo de estimulos
nociceptivos quimicos, térmicos e mecanicos (LEVINE; ALESSANDRI-HABER,
2007). A etapa seguinte ap6s a despolarizacdo do nociceptor e a transducéo
de sinais é a transmissdo da informag¢do nociceptiva para niveis centrais. As
fibras aferentes primérias projetam o sinal para o corno dorsal da medula
espinhal. Alguns neurbnios tém origem em multiplas vias ascendentes,
incluindo os tratos espinotalamicos e espinoreticulotalamicos, que carreiam a
informacdo nociceptiva para o tidlamo e para o tronco cerebral,
respectivamente. A partir dai a informacao chega a estruturas corticais, onde é
processada e interpretada (BASBAUM et al., 2009).

Atualmente é bem determinado, que a dor de origem inflamatéria é
amplamente dependente de mediadores quimicos liberados pelos neurbnios
sensoriais e simpaticos e por células ndo neuronais (BESSON, 1999). Nosso
conhecimento atual sobre dor inflamatoria evoluiu muito nas ultimas décadas
desde que em 1971, John R. Vane, um pesquisador britanico, com a

colaboragdo de um proeminente pesquisador brasileiro, Sérgio H. Ferreira,
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descobriram o mecanismo de a¢éo das drogas do tipo da aspirina: a inibicdo da
sintese enzimatica de prostaglandinas. Essas substancias ja eram
consideradas mediadoras do processo inflamatério. Todavia, as
prostaglandinas ndo induziam dor, o que punha em duavida a validade do
mecanismo de acdo proposto. Acidentalmente, observaram que as
prostaglandinas produziam hiperalgesia, isto é, sensibilizacdo dos receptores
de dor. Hoje é aceito que a dor inflamatéria depende de dois mecanismos: um
gue sensibiliza os nociceptores através de mediadores inflamatérios gerando o
processo de hiperalgesia. Este € o resultado da ativacdo do sistema de
sinalizagéo intracelular proteina G/AMPc (monofosfato de adenosina ciclico),
que produz aumento dos niveis de calcio citosolicos, fechamento de canais de
potassio e torna funcionais (por fosforilacdo ou neoformacao) alguns canais de
sédio da membrana do neurdnio. Isso promove uma manutencdo no processo
de sensibilizacdo da fibra nociceptiva. E outro mecanismo que ativa o0
nociceptor, gerando processos de nocicepcao declarada (LENT, 2001).

Como citado anteriormente as prostaglandinas estdo dentre os mais
importantes mediadores inflamatérios responsaveis pela sensibilizacdo dos
neurdnios nociceptivos primarios e, consequentemente, pela dor inflamatéria.
Prova irrefutavel disso € a eficacia analgésica dos AINES, que ainda sdo os
farmacos mais utilizados para tratamento e controle da maioria das condi¢cdes
dolorosas e cujo principal mecanismo de acdo depende da inibicdo da sintese
enzimatica de prostaglandinas. Agentes proé-inflamatorios como citocinas,
mitdgenos e endotoxinas, desencadeiam a sintese de prostaglandinas
derivadas do acido aracdénico pela inducdo da enzima ciclooxigenase 2 (COX-
2), formando um anel pentano e recebendo vérias insaturacbes. As
prostaglandinas séo divididas de acordo com sua estrutura e funcao,
produzindo efeitos bioldgicos diferentes. A sintese das PGs inicia-se com a
COX catalisando a adicdo de oxigénio molecular ao acido araquidonico,
formando-se um produto intermediario, 0 PGG2. No outro lado da membrana, a
COX cumpre sua fungdo como peroxidase, reduzindo a PGG, a PGH,. Estas
PGs primarias, por assim dizer, sdo o substrato para formacéo das diversas
PGs com atividade, como PGD,, PGE;, PGF,4 e prostaciclinas (PGl,) (OKUDA
et al., 2002). A sensibilizagdo do nociceptor primario induzida pela PGE,, por

exemplo, é dependente da ativagdo dos receptores de prostaglandina (EP4,
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EP,, EP; e EP4), que pertencem a superfamilia de receptores acoplados a
proteina G. Desta forma, dependendo de qual receptor EP é ativado, podemos
ter diferentes vias de sinalizacdo a partir de diferentes proteinas G (BREYER et
al., 2001; NARUMIYA; FITZGERALD, 2001).

Outras substancias envolvidas na inflamacéo interagem com as fibras
nociceptivas. E o caso da bradicinina, que é produzida quando a calicreina, um
polipeptideo de acao proteolitica, atua sobre globulinas do plasma ou de outros
tecidos. O receptor B2 de bradicinina € do tipo metabotrépico e responsavel
pelos efeitos de curto prazo da bradicinina, jA o receptor B1 é induzivel e
expresso em resposta a agentes pro-inflamatérios, apresentando uma
caracteristica de resisténcia a desensibilizacdo. Portanto essa caracteristica
pode explicar os efeitos de longo prazo da bradicinina no processo inflamatoério,
dentre eles desenvolvimento de sensibilizacdo da fibra nociceptiva (MARCEAU
et al., 1998).

As citocinas sdo pequenas proteinas liberadas pelos linfocitos,
monaocitos e macréfagos, que juntamente com a bradicinina tem relagdo com o
dano tecidual e as respostas inflamatérias. Algumas citocinas séao proé-
inflamatorias (TNF-a, IL-1B, IL-6, I-L8), enquanto outras sdo anti-inflamatorias
(IL-4, IL-10, IL-3) e ainda existem outras com diferentes categorias de efeitos.
As citocinas proinflamatérias podem induzir a liberagédo de prostaglandinas e de
aminas simpatomiméticas e possuem grande poder de gerar hiperalgesia,
dentre elas, as que possuem maior capacidade de sensibilizar as fibras
nociceptivas sdo a IL-1B, TNF-a, IL-8 e IL-6. Em algumas situagfes a
estimulacdo do sistema simpatico pela IL-8, pode contribuir para a inducdo da
hiperalgesia (COUTAUX et al., 2005). Em relagdo aos mecanismos
moleculares responsaveis por essa sensibilizacdo, tem sido sugerido que as
prostaglandinas e as aminas simpatomiméticas, sdo responsaveis, em ultima
instancia, por diminuir o limiar de excitabilidade neuronal, pois ativam
receptores metabotropicos, levando ao aumento de calcio intracelular,
fechamento de canais de potéassio e fosforilagcdo de canais de sédio (VERRI et
al., 2006). Além disso, 0s nociceptores possuem receptores para algumas
citocinas, como € o caso do TNF-a, que por sua vez pode induzir sensibilizacéo

do nociceptor. Este mecanismo pode explicar porque alguns_pacientes quando
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tratados com antagonistas de TNF-a, muitas vezes, apresentam alivio da dor
24h antes da inflamacéo local ser controlada (BARRERA et al., 2002).

2.4 CANAIS TRP (RECEPTORES DE POTENCIAL TRANSITORIO)

Muitas moléculas de transducédo da informagdo nociceptiva tém sido
identificadas na ultima década. Dentre elas o maior grupo de detectores de
estimulos nocivos é a familia de receptores ionotrépicos de potencial transitorio
(TRPs) (CHEN et al., 2008; PATAPOUTIAN et al., 2009). Esta familia de canais
de cations é dividida em sete subfamilias: TRPCs (canbnicos), TRPNs (no
mechano-potential), TRPMs (melastatinicos), TRPMLs (mucolipinicos), TRPVs
(vaniléides), TRPPs (policistinicos), TRPAs (anquirinicos) (NILIUS; VOETS,
2005; MINKE, 2006). Os canais TRPs tém diferentes papéis fisioldgicos, que
incluem funcbes como canais operados por calcio (ex. TRPC3, TRPC7)
(RICCIO et al., 2002; KAZNACHEYEVA et al., 2007), transducdo de sinais
térmicos (ex. A1, M8, V1, V4) (CATERINA et al., 1997; GULER et al., 2002;
PEIER et al., 2002; STORY et al., 2003), transducéo de sinais mecanicos (ex.
Al, C1, V1, V4) (LIEDTKE et al., 2003; WALKER et al., 2003; COREY et al.,
2004; MAROQOTO et al., 2005) e transducado de sinais quimicos (ex. A1, M8, V1)
(PEIER et al., 2002; BANDELL et al., 2004; ANDERSSON et al., 2008). Todos
os canais TRPs sao tetrameros formados por subunidades com seis dominios
transmembrana e poros seletivos para cations que frequentemente apresentam
grande permeabilidade para calcio (LATORRE et al.,, 2009) e sdo expressos
em células excitaveis e ndo excitaveis.

O receptor de potencial transitério vanildide tipo 1 (TRPV1) e o receptor
de potencial transitério anquirina tipo 1 (TRPA1) sdo os receptores de maior
destaque quando consideramos a capacidade de detectar estimulos térmicos e
quimicos em virtude de lesédo tecidual e/ou inflamacdo. Ambos apresentam
papel integral nos mecanismos de transdugéo da dor (BEVAN; ANDERSSON,
2009) e na inflamacao (GEPPETTI et al., 2008).
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Os receptores da familia vaniléide (TRPV) séo divididos em seis
membros - 1 ao 6. No entanto, somente a subfamilia TRPV1 é realmente
ativada por vanildides, sendo seu composto ativador a capsaicina, uma
substancia encontrada em algumas pimentas. A capacidade da capsaicina em
ativar nervos sensitivos foi determinada por Jancs6 na década de 1960
(JANCSO et al., 1967). Porém, somente 15 anos mais tarde a presenca de um
receptor de capsaicina ha membrana plasmatica dos nervos sensoriais foi
reconhecida por Szolcsanyi e Jancso-Gabor (1975). Em 1997, ocorreu o
avanco mais significativo para pesquisa com o TRPV1, quando o receptor
TRPV1 do rato foi clonado por Caterina et al. (1997), posteriormente clonado
em seres humanos (HAYES et al., 2000). Com este importante avango na
compreensao do receptor_veio a confirmacéo de que o calor > 43 °C e pH < 5,9
também tém a capacidade de ativar o TRPV1 (TOMINAGA et al.,, 1998).
Atualmente, uma grande variedade de ativadores exdgenos e enddgenos de
TRPVL1 ja foram identificados, como por exemplo, a canfora (XU et al., 2005) e
a anandamida (ZYGMUNT et al., 1999).

2.5 RECEPTOR DE POTENCIAL TRANSITORIO ANQUIRINA 1
(TRPAL)

O Receptor de Potencial Transitorio Anquirina 1 (TRPA1 — do inglés
Transient Receptor Potencial Ankirin 1), que foi inicialmente denominado,
ANKTML1 (ankyrin-like with transmembrane domains protein), € o Unico receptor
de membrana da subfamilia anquirina identificado em mamiferos até agora e é
também o mais recente membro da superfamilia TRP. Estruturalmente, contém
seis dominios transmembrana e quatorze sequéncias de proteina do tipo
anquirina em sua porcdo N-terminal, que deu origem a sua nomenclatura
(STORY et al., 2003).

Quanto a sua localizacdo, o TRPA1, foi inicialmente encontrado em
neurdnios nociceptivos primarios (BANDELL et al., 2004; BAUTISTA et al.,
2006), e estudos de eletro-fisiologia e imunodetec¢cdo mostram que o TRPA1L é

expresso em uma sub-populacdo de fibras nociceptivas peptidérgicas do tipo C
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que expressam o receptor TRPV1 (INOUE; BRYANT, 2005). A ativacdo dos
canais TRPA1, da mesma forma que o TRPV1, é capaz de despolarizar os
nociceptores polimodais C e causar a liberagcdo central e periférica de
neuropeptideos (como SP e CGPR), que medeiam a transmissao da
informacdo nociceptiva e a inflamagdo neurogénica respectivamente
(GEPPETTI, 1996; CATERINA et al., 1997). Por muito tempo, acreditou-se que
0 TRPAL era expresso exclusivamente em fibras nociceptivas. Contudo, hoje
sabe-se que a expressdao e a importancia funcional desse receptor ndo é
exclusividade de células neuronais. Por exemplo, o TRPAl pode ser
encontrado em células ndo neuronais, como células epiteliais (DU et al., 2007;
EARLEY et al., 2009; GRATZKE et al., 2010), queratindcitos (ATOYAN et al.,
2009), fibroblastos (KOCHUKOV et al., 2006), mastdcitos (PRASAD et al.,
2008), ceélulas enterocromafins (NOZAWA et al., 2009) e isso tem trazido
novas perspectivas para a funcdo desse receptor na dor inflamatéria. Alguns
estudos que mostram a expressdo do TRPAL em células ndo neuronais, como
queratinécitos e fibroblastos encontraram que sua ativacdo pode afetar a
expressao de citocinas pro-inflamatérias, dentre elas IL-1a e IL-1b, bem como
induzir a sintese de eicosanoides, como PGE2 e LTB4 que sao conhecidos por
contribuir nos mecanismos inflamatoérios, dentre eles na sensibilizacdo de
nociceptores periféricos (ATOYAN et al., 2009; JAIN et al., 2011)

Embora o TRPA1 tenha sido identificado um pouco mais tarde do que o
TRPV1, a sua descoberta fez um curso semelhante. Os efeitos do classico
agonista TRPA1, 6leo de mostarda (componente ativo - alil isotiocianato,
AITC), foram identificados muito anteriormente (KOLTZENBURG; MCMAHON,
1986) que o receptor em si. Este composto era largamente utilizado para
induzir inflamacgdo neurogénica, de uma maneira semelhante a capsaicina. O
TRPA1 foi clonado por Jaguemar et al. (1999), embora a sua expressao em
neurénios de mamiferos nédo tenha sido relatada até 2003, quando Story et al.
o identificou como um receptor para temperaturas frias nocivas. No entanto, a
associacdo entre o TRPA1l e o AITC foi confirmada mais tarde em 2005,
quando Jordt e colegas, estabeleceram o TRPAL1 como o receptor do AITC.
Desde entdo o oOleo de mostarda (AITC) vem sendo utilizado em estudos
experimentais como agonista de TRPA1, assim como a capsaicina é utilizada

para o TRPV1. A lista de substancias capazes de ativar o TRPAL ndo para de
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crescer. Dentre elas encontramos varias sustancias como a alicina
(MACPHERSON et al., 2005), diversos irritantes naturais, como cinamaldeido,
nicotina, mentol, dentre outros (BANDELL et al., 2004; BAUTISTA et al., 2005;
KARASHIMA et al., 2009), bem como substancias enddgenas, por exemplo, o
HNE (MACPHERSON et al., 2007b; TREVISANI et al.,, 2007), um aldeido
enddgeno produzido através da peroxidacdo dos fosfolipidios de membrana em
resposta a les@es teciduais. Além disso, as Prostaglandinas das séries A e J,
gue em virtude de suas caracteristicas eletrofilicas, podem ativar diretamente o
TRPAL. Essas PGs (PGA;, PGA; e PGJ,) sdo metabdlitos formados a partir da
PGE,, PGE; e PGD,, respectivamente e se conhece muito pouco sobre seu
papel nos mecanismos nociceptivos (CRUZ-ORENGO et al., 2008; TAYLOR-
CLARK et al., 2008). Outro elemento importante na ativacdo do TRPAL é o ion
calcio (JORDT et al., 2004; NAGATA et al., 2005; DOERNER et al., 2007). A
remocdo do Ca' intra e extracelular reduz drasticamente a poténcia de
ativacdo do TRPA1 pelo AITC e diminui a atividade cinética do canal (JORDT
et al., 2004; ZURBORG et al., 2007). Entretanto, mesmo fracas ativacées do
canal podem permitir suficiente influxo de Ca™" através do TRPA1, aumentando
0s seus niveis intracelulares a ponto do Ca'" transformar-se no principal
estimulo de ativagéao.

Estudos sobre a estrutura funcional do TRPA1 (HINMAN et al., 2006;
MACPHERSON et al., 2007a) justificam o porque de tamanha diversidade de
agonistas, pois sugerem que o TRPALl é ativado diretamente através de
ligagbes covalentes entre substancias eletrofilicas e aminoécidos especificos
do canal, como a cisteina. Além da ativacdo direta por substancias endégenas
e exogenas, o TRPALl pode ser ativado ou sensibilizado por mediadores
inflamatérios (BANDELL et al., 2004; JORDT et al., 2004; BAUTISTA et al.,
2006; DAI et al., 2007; WANG et al., 2008). Por exemplo, estudos utilizando
antagonistas seletivos (PETRUS et al., 2007), ou delecdo do gene que codifica
o receptor TRPAL1 (BANDELL et al., 2004; BAUTISTA et al., 2006; WANG et
al., 2008) demonstraram que a hiperalgesia induzida pela administracédo de
bradicinina na pata depende do receptor TRPAL que é ativado em resposta a
ativacdo da proteina quinase A (pKA) e da via da fosfolipase C (PLC) pelo
receptor B, de bradicinina. As vias da PLC e da adenilato ciclase/AMPc podem

ser consideradas as principais vias de sinalizacdo celular responsaveis pela
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sensibilizacdo do nociceptor primario. Portanto, € facil supor que o receptor
TRPA1 tem papel importante nos mecanismos envolvidos na sensibilizagéo
inflamatoéria.

Dessa forma, o TRPAl é ativado por uma gama de mediadores
inflamatorios e substancias oxidantes e eletrofilicas ao invés de um Unico
agonista. Portanto, € possivel que a ativacdo do TRPAl1l medeie parte
importante dos efeitos atribuidos a alguns desses mediadores, contribuindo
para a instalacdo e manutencdo da hiperalgesia e da inflamacéo. Entender os
mecanismos que se seguem a ativacdo do TRPAl1l € de fundamental
importancia para determinar a funcéo desse receptor na dor inflamatéria e para
avaliar seu potencial como alvo para o desenvolvimento de novos farmacos

para o controle e tratamento da dor inflamatoria.
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3. OBJETIVOS

A partir das informagbes observadas na literatura pertinente e dos
guestionamentos abordados na introducdo, o primeiro objetivo deste trabalho
foi caracterizar a magnitude e a duracao da hiperalgesia e do edema induzidos
pela ativacdo do TRPALl. O segundo objetivo, foi testar a hipotese de que o
TRPAL contribui para a hiperalgesia inflamatéria e para a formacdo do edema

ao modular multiplos mecanismos inflamatérios.

1. Caracterizacdo da hiperalgesia e do edema induzidos pela
ativacdo do TRPAL:

o A hiperalgesia e o0 edema induzidos pela administracao

intraplantar de trés doses de AITC foram avaliados por trinta horas

apos sua administracao;

o A seletividade do AITC sobre o TRPA1 foi determinada pelo

bloqueio farmacologico do TRPA1 ou pelo silenciamento de seu gene

em neurdnios aferentes primarios.

2. Mecanismos envolvidos na hiperalgesia inflamatéria e no edema

induzidos pela ativacdo do TRPA1

. O envolvimento de neuropeptideos foi avaliado pela habilidade de
antagonistas de receptores NK1 ou de receptores de CGRP, em
reduzir a hiperalgesia e o edema induzidos pelo AITC;

. O envolvimento de mastécitos e de seus principais mediadores
inflamatorios, serotonina e histamina foi avaliado pela habilidade do
tratamento com um degranulador de mastdcitos ou com antagonistas
de receptores Hj, 5-HT1, € 5-HT3 em reduzir a hiperalgesia e o edema
induzidos pelo AITC;

o O envolvimento de células migratérias inflamatoérias foi avaliado
pela habilidade de um inibidor de selectinas em reduzir a hiperalgesia e

0 edema induzidos pelo AITC,;
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o O envolvimento de prostaglandinas foi avaliado pela habilidade de
inibidor ndo seletivo da COX2 em reduzir a hiperalgesia e o edema
induzidos pelo AITC;

o O envolvimento de noradrenalina e do sistema nervoso simpatico
foi avaliado pela habilidade do tratamento com um depletor de
norepinefrina dos terminais simpaticos ou de antagonistas de
receptores adrenérgicos 1 e B2, em reduzir a hiperalgesia e o edema

induzidos pelo AITC.



30

Mechanisms underlying transient receptor potential ankyrin 1 (TRPA1)-

mediated nociceptor sensitization and edema

Andressa Perin-Martins 2 Claudia H. Tambelib, Carlos Amilcar Paradab,

Luana Fischer 2

% Department of Physiology, Division of Biological Sciences, Federal
University of Parana, Curitiba, Parana, Brazil

b Department of Physiology and Biophysics, Institute of Biology, State
University of Campinas - UNICAMP, Campinas, Sao Paulo, Brazil

Corresponding author:
Luana Fischer, Tel.: +55 41 3361-1738.

E-mail address: fischer@ufpr.br (L Fischer).

Original Article

Keywords: TRPAL; nociceptor sensitization, hyperalgesia, edema


mailto:fischer@ufpr.br

31

INTRODUCTION

The transient receptor potencial ankiryn 1 (TRPA1) is the most recently
identified member of the TRP superfamily. It is primarily expressed in a
subpopulation of peripheral TRPV1-expressing peptidergic nociceptors (STORY
et al., 2003), where its activation increases membrane excitability, leading to
overt nociception and neurogenic inflammation. However, the more recent
discovery that TRPA1 is expressed in non-neuronal cells has brought new
insights into the function of this receptor in inflammatory pain (PRASAD et al.,
2008; ATOYAN et al., 2009; JAIN et al., 2011; FERNANDES et al., 2012). In an
inflamed site, numerous endogenous mediators locally released can activate
TRPAL by one of two different ways. Indirectly, TRPAL is activated by classical
inflammatory mediators, via signaling pathways initiated downstream their G-
protein coupled receptors (GPCR) (BANDELL et al., 2004; BAUTISTA et al.,
2006; WANG et al.,, 2008). Directly, it is activated by intracellular calcium
(DOERNER et al., 2007) and by numerous oxidants formed in inflammatory
reactions that interact with cysteine residues at the amino terminus of the
channel (TREVISANI et al., 2007; GRAEPEL et al., 2011). This gating
promiscuity has conferred to TRPAL prominence as key receptor involved in
inflammatory pain (BANDELL et al., 2004; OBATA et al., 2005; BAUTISTA et
al., 2006; KATSURA et al., 2006; ANDRADE et al., 2008; WANG et al., 2008;
YANG et al., 2008; DA COSTA et al., 2010; OKUBO et al., 2012).

Local pain and edema are the most prominent characteristics of
inflammation and reliable markers of its severity (BOERS et al., 2001).
Inflammatory pain is characterized by a hyperalgesic state during which noxious
stimuli are perceived as more painful than usual (FERREIRA; NAKAMURA,
1979; PARADA et al.,, 2005). Hyperalgesia results from sensitization of
nociceptive fibers by inflammatory mediators released at the site of tissue injury.
Some of these mediators act directly on nociceptors, whereas others act
indirectly, via inflammatory cells, to stimulate the further release of inflammatory
agents. Recent evidences suggest that, in addition to its well known contribution

to nociceptor activation and neurogenic edema, TRPA1 activation also leads to
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a long lasting period of nociceptor sensitization (TREVISANI et al., 2007;
DUNHAM et al., 2008; GRAEPEL et al.,, 2011; ROBERTS et al., 2011,
NAKAMURA et al., 2012). However, the underlying mechanisms are presently
unknown. In this study we used allyl isothiocyanate (AITC), the pungent
compound in mustard oil, considered a prototypical TRPA1 activator, as a
pharmacological tool to investigate the mechanisms underlying TRPAL-
mediated hyperalgesia and edema. We have first characterized the magnitude
and duration of TRPAl-mediated hyperalgesia and edema by evaluating them
for thirty hours after administration of different doses of AITC and by testing the
ability of HC-030031, a selective TRPAL1 antagonist, or of antisense-ODN
against TRPA1 to decrease them. Then we tested the hypothesis that TRPA1
contributes to inflammatory sensitization and edema formation not only by
directly increasing nociceptor excitability, but also by regulating numerous
inflammatory mechanisms that indirectly contribute to them. With this purpose,
we tested the ability of different procedures known to block some of the major

inflammatory mechanisms to decrease AITC-induced hyperalgesia and edema.

MATERIAL AND METHODS

ANIMALS

This study was carried out in male Wistar rats (150 - 250 g). The animals
were housed in groups of six and maintained on a 12-h light/dark cycle with rat
chow and water available ad libitium. They were maintained in a temperature-
controlled room (x 23°C) and handled for at least one week prior to the
experiments. The experiments were in accordance with IASP guidelines for the
study of pain in animals (ZIMMERMANN, 1983). All animal experimental
procedures and protocols were approved by the Committee on Animal
Research of the Federal University of Parana about protocol number 484.

DRUGS AND DOSES
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Allyl isothiocyanate (AITC, TRPA1l agonist, 50; 100; 300 pg/ paw
(ANDRADE et al., 2008); HC 030031 (TRPAL1 antagonist, 600; 1200 pg/ paw;
(BONET et al., 2012; DALL'ACQUA et al., 2012) CGRP8-37, (CGRP receptor
antagonist, 6 pg/paw, (MASSAAD et al., 2004); L-703,606 (NK1 receptor
antagonist, 76 pg/paw (NAONO-NAKAYAMA et al., 2010); compound 48/80,
(mast cell degranulator, four consecutive daily injections of 1, 3, 10, 10 pg/paw,
(ANDRADE et al., 2008); pyrilamine (H; receptor antagonist, 400
ug/paw,(PARADA et al., 2001); tropisetron (5-HT3; receptor antagonist, 450
pug/paw (PARADA et al., 2001); WAY 100, 135 (5-HT;a receptor antagonist 450
pg/paw, (PARADA et al.,, 2001); fucoidan (nonspecific selectin inhibitor, 20
mg/Kg, i.v, (TAMBELI et al., 2006); indomethacin (cyclooxygenase inhibitor,
100 pg/paw, (TAMBELI et al., 2006); guanethidine (depletor of norepinephrine
stores in postganglionic sympathetic terminals, 30 mg/kg s.c., 3 days
pretreatment, (TAMBELI et al., 2006); atenolol (B1 receptor antagonist 6 pg/paw
(TAMBELI et al., 2006); ICI 118, 551 (B2 receptor antagonist, 1.5 pg/paw,
(TAMBELI et al., 2006). All drugs were dissolved in 0.9% NacCl, except AITC
dissolved in propylene glycol and HC 030031, L-703, 606 and Way 100, 135
dissolved in dimethylsulfoxide (DMSO). HC 030031 and WAY 100, 135 were
obtained from Tocris Bioscience, Avonmouth, Bristol, UK; L-703,606 was
obtained from Enzo Life Sciences AG, Lausen, Switzerland, the other drugs
were obtained from Sigma-Aldrich, Sdo Paulo, SP, Brazil.

All drugs or their vehicle were subcutaneously injected into the plantar
surface of the rat's hind paw, except fucoidan (i.v.) and guanethidine (s.c.),
which were systemically administered. For intraplantar injections, a 30 gauge
needle connected to a of polyethylene tube (PE- 50; Intramedic, Clay Adams,
Becton-Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA) and also to a 50 pl syringe
(Hamilton, Reno, NV, USA) was used. Animals were briefly restrained and the
total injection volume was 30 pl. Compound 48/80 was used to degranulate
local mast cells before experiments. To this end, a daily administration of
crescent doses (1, 3, 10, 10 pg/paw) of compound 48/80 was performed for four
consecutive days before AITC injection, as described previously (ANDRADE et
al., 2008).

The dose of each drug was based on previous literature data. Since these

drugs and doses are classically used in studies of inflammatory mechanisms
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and pain, no dose response curves were made to minimize the number of

animals used in the experiments.

ANTISENSE OLIGODEOXYNUCLEOTIDES (ODNS)

The functional blockade of TRPA1 receptor expression on peripheral
sensory neurons was performed by the intrathecal injection of antisense ODN.
The following ODN sequences were used: antisense-ODN 5'-
TATCGCTCCACATTGCTAC -3 and the mismatch-ODN 5-
ATTCGCCTCACATTGTCAC -3°, which corresponded to the antisense
sequence except that six bases were changed. A search on the NCBI database
to Rattus norvegicus identified no other sequences homologous to that used in
this experiment. The ODNs were synthesized by Erviegas (Sado Paulo, SP,
Brazil), lyophilized and reconstituted in 0.9% NaCl.

Antisense- or mismatch-ODN was intrathecally injected as previously
described (PAPIR-KRICHELI et al., 1987). Briefly, for each injection, rats were
anesthetized with 1/3 O, to 2/3 N,O and halothane at 5% to 1.5%. A 26-gauge
needle was inserted in the subarachnoid space on the midline between L5 and
L6 vertebrae. A dose of 5 nmol of TRPA1l antisense- or mismatch-ODN
(BONET et al., 2012; DALL'ACQUA et al., 2012) was intrathecally administered
in a volume of 10 ul (at 1 pl/s) once daily for 4 days. The animals regained
consciousness approximately 1 min after discontinuing the anesthetic.
Experiments were initiated 1 hour after the last injection.

BEHAVIORAL TEST AND EDEMA MEASUREMENT

Testing sessions were carried out during the light phase (between 09:00
AM and 5:00 PM) in a quiet room maintained at 23 °C. Rats did not have
access to food or water during the test and each animal was used once.

Mechanical Hyperalgesia Test - The test chamber consists of acrylic
cages (12 x 20 x 17 cm high) with a wire grid floor. A tilted mirror below the grid
provided a clear view of the animal's hindpaw. Before paw stimulation, the
animals were quiet, without exploratory movements and not resting over the

paws. The test consisted of evoking a hind paw flexion reflex with a handheld
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force transducer (electronic aesthesiometer, IITC Life Science, Woodland Hills,
CA) fitted with a 0.5 mm? polypropylene tip. The tip is applied to the central area
of the plantar hindpaw with a gradual increase in pressure. After paw
withdrawal, the intensity of the pressure was automatically recorded. The test
was performed at defined time intervals (showed in figures) after injection and
during test intervals animals returned to their home-cages. The baseline paw
withdrawal threshold was defined as the mean of three tests performed before
intraplantar injection, being 60 g the upper limit pressure. The nociceptive
threshold is defined as the mean of three tests performed, at each time interval.
Mechanical hyperalgesia was quantified as the change in the mechanical
nociceptive threshold, expressed by the delta (A) withdrawal threshold (in g)
calculated by subtracting the nociceptive threshold, at each indicated times after
injection, from the baseline threshold.

Measurement of Paw Thickness - Paw thickness was measured, with a
digital micrometer (Great, MT-045B), before and at several time points (showed
in figures) post injection. The results are expressed as paw thickness variation
(A, in millimeters) calculated by subtracting the value obtained at each time
point post treatment from that obtained before treatment. Therefore, significant
paw thickness variation was used as a indicative of hind paw edema.

WESTERN-BLOT ANALYSIS OF TRPA1 EXPRESSION

The immunoblot study was conducted as previously described (ROMERO-
CALVO et al.,, 2010) to assess the efficacy of antisense-ODN treatment.
Previously stored L5-L6 DRG samples were homogenized with an ultrasonic
homogenizer (Sonic Corporation, USA), in a buffer containing 1% Triton X-100,
50 mM Phosphate Buffer, pH 7.4, 8M Urea, 2M thiourea, 1mM EDTA, 1%
complete protease inhibitor cocktail (Sigma, USA - P8340), at 4°C. After 20
minutes incubation at 4°C, the samples were centrifuged at 12,000g for 15
minutes at 4°C, and the resulting supernatant was transferred to a new tube.
Protein concentration was determined by the Bradford method, and 70 ng of
total proteins from each sample were separated by SDS-PAGE and transferred
to nitrocellulose membranes according to standard techniques. Membranes

were stained with Ponceau S, and digital images were acquired for the control
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of protein loading by densitometric analysis (ROMERO-CALVO et al., 2010).
Membranes were blocked with 5% non-fat dry milk solution in PBS containing
0.1% tween-20, and incubated overnight with anti-TRPA1 (1:1000), followed by
HRP conjugated secondary antibody (Zymed, 1:10000). Reactive bands were
detected with the Super Signal West Pico chemiluminescent kit. Results are
expressed as the ratio between TRPA1l and the corresponding Ponceau S

optical densities.

STATISTICAL ANALYSIS

Data are expressed in figures as variation of mechanical hyperalgesia or
as increase in paw thickness and are presented as means + S.E.M. A two-way
repeated measures ANOVA with one between-subjects factor (i.e., treatment)
and one within-subjects factor (i.e., time) was used to determine whether there
were significant differences among the groups in Figures 1 and 2. To determine
if there were significant differences between treatment groups in Figures 3 to 7
one-way ANOVA was performed. Post hoc contrasts using the Tukey test were
performed to determine the basis of the significant difference. To determine if
there were significant differences between treatment groups in Figures 2 C a t-

test was performed. The level of significance was set at p< 0.05.

RESULTS

1. AITC-INDUCED HYPERALGESIA AND EDEMA

To characterize AITC-induced hyperalgesia and edema we injected
different doses of AITC (50, 100 and 300 pg) into the rat’s hind paw and
measured mechanical paw withdrawal threshold (the change before-after
injection was used as a measure of hyperalgesia) and paw thickness (the
change after-before injection was used as used as a measure of edema) for
thirty hours thereafter. The subcutaneous injection of AITC into the rat’s hind
paw induced hyperalgesia (Figure 1 A) and edema (Figure 1 B) in a dose- and

time-dependent manner.
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As shown in Figure 1 A, AITC-induced hyperalgesia was maximal 3
hours and was still present 30 hours after injection. The hyperalgesia induced
by 100 ug of AITC was higher than that induced by 50 ug and was similar to
that induced by 300 upg. Two-way repeated-measures ANOVA showed a
significant main effect of treatment (f = 57.65; p < 0.001) and a significant
treatment x time interaction (f =17.96; p < 0.001).

As shown in Figure 1 B, AITC-induced edema decreased gradually up
to 30 hours after injection. The edema induced by 100 ug of AITC was similar to
that induced by 50 pg and was lower than that induced by 300 ug. Two-way
repeated-measures ANOVA showed a significant main effect of treatment (f
=18.59; p < 0.001) and a significant treatment x time interaction (f =22.51; p <
0.001).

Based on these results the dose of 100 ug of AITC was used in further

experiments.
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Figure 1. AITC-induced hyperalgesia and edema. A. Hyperalgesia. AITC induced a dose-
dependent hyperalgesic response that was maintained up to the 30th hour after its injection.
There is a statistically significant interaction between treatment and time (f= 17.96 p< 0.001,
Two Way Repeated Measure ANOVA and Tukey test). The symbols “*” indicate a response
significantly higher than that of the other groups. The symbols “+” indicate a response
significantly higher than that induced by vehicle. In this and in subsequent figures data are
presented as mean + EPM. Numbers in parentheses indicate the number of animals in each
group. AITC = allyl isothiocyanate.
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B. Edema. AITC induced a significant increase in paw thickness (used as a measure of edema)
in the first six hours after its injection. There is a statistically significant interaction between
treatment and time (p< 0.001, f= 22.51. Two Way Repeated Measure ANOVA and Tukey test, p
< 0,05). The symbols “*” indicate a response significantly higher than that of the other groups.
The symbols “+” indicate a response significantly higher than that induced by vehicle. AITC =
allyl isothiocyanate.

2. SELECTIVITY OF AITC AS A TRPA1 AGONIST

To determine whether AITC induced-hyperalgesia and edema were
dependent on TRPA1 activation, we used two different strategies to block
TRPAL function: (a) pharmacological blockade by its selective antagonist HC
030031 (600 and 1200 pg/paw) or (b) neuronal gene silencing by antisense-
ODN against TRPAL1 (intrathecal injection, between L5 and 6, of 5nmol per day,
during four days).

As shown in Figure 2 A, AITC-induced hyperalgesia was blocked by the
co-administration of HC 030031 at 1200 pg (but not at 600 ug, data not shown)
into the ipsilateral but not into the contralateral hind paw. This finding
demonstrated that AITC-induced hyperalgesia depends on local activation of
TRPA1. AITC-induced hyperalgesia was also blocked by pretreatment with
antisense- but not with mismatch-ODN. This finding demonstrated that AITC-
induced hyperalgesia depends on activation of neuronal TRPA1l. Two-way

repeated-measures ANOVA showed a significant main effect of treatment (f
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=130.76; p < 0.001) and a significant treatment x time interaction (f =36.52; p <
0.001).

As shown in Figure 2 B, AITC-induced edema was blocked by the co-
administration of HC 030031 into the ipisilateral hind paw, showing that AITC-
induced edema depends on TRPA1l activation. The administration of HC
030031 into the contralateral paw decreased AITC-induced edema 90 minutes
after administration, suggesting a weak systemic effect. AITC-induced edema
was significantly decreased by pretreatment with antisense- but not with
mismatch-ODN. This finding demonstrated that AITC-induced edema depends
partially on activation of neuronal TRPAL. Two-way repeated-measures ANOVA
showed a significant main effect of treatment (f = 15.13; p < 0.001) and a
significant treatment x time interaction (f = 10.02; p < 0.001).

As shown in Figure 2 C, treatment with antisense-ODN strongly
decreased TRPAL1 expression in DRG of L5 and L6 (t test p = <0,001), which
innervate the plantar surface of the hind paw.

Taken together the results of Figures 1 and 2 indicate that AITC
induces long-lasting hyperalgesia and edema through TRPAL activation. AITC-
induced hyperalgesia and edema are around their maximal three hours after
injection and the effect of the antagonist or of the antisense-ODN was similar at
any time point analyzed. Therefore, the ability of further treatments to decrease
hyperalgesia and edema induced by AITC was evaluated three hours after its

administration.
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Figure 2: AITC-induced responses are blocked by pharmacological blockade of TRPA1 or
by its neuronal gene silencing. A. Hyperalgesia. Ips-, but not contralateral administration of
HC or previous treatment with antisense-, but not with mismatch- ODN blocked AITC-induced
hyperalgesia at any of the time points analyzed. There is a statistically significant interaction
between treatment and time (p< 0.001, f= 36.52. Two Way Repeated Measure ANOVA and
Tukey test, p < 0,05). . The symbols “*” indicate a response significantly higher than that of the
other groups, “+” indicate a response significantly higher than that induced by vehicle. HC=
HCO030031, TRPA1 antagonist; AS-ODN = Antisense-ODN against TRPA1;, Mism-ODN =
mismatch-ODN; Ips= ipsilateral paw, Ct= contralateral paw.
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B. Edema. Ipsi-, but not contralateral administration of HC blocked and previous treatment with
antisense-, but not with mismatch- ODN significantly decreased AITC-induced edema. There is
a statistically significant interaction between treatment and time (p< 0.001, f = 10.02. Two Way
Repeated Measure ANOVA and Tukey test, p < 0,05). . The symbols “*” indicate a response
significantly higher than that of the other groups, “+” indicate a response significantly higher
than that induced by vehicle. HC= HC030031, TRPAL antagonist; AS-ODN = Antisense-ODN
against TRPA1; Mism-ODN = mismatch-ODN; Ips= ipsilateral paw, Ct= contralateral paw.
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C. TRPAL1 expression. Treatment with Antisense-ODN (5nmol per day, intrathecal, during four
days) significantly decreased TRPAL expression in dorsal root ganglia (L5 and L6) cells, as
indicated by the symbol “*”, t test, p = <0.001. The symbols “*” indicate a response significantly
higher than that of the other groups, “+” indicate a response significantly higher than that
induced by vehicle. HC= HC030031, TRPA1 antagonist; AS-ODN = Antisense-ODN against
TRPAL; Mism-ODN = mismatch-ODN; Ips= ipsilateral paw, Ct= contralateral paw.
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3. NEUROPEPTIDES CONTRIBUTE TO HYPERALGESIA AND EDEMA
INDUCED BY TRPA1 ACTIVATION

The involvement of neuropeptides in AITC-induced hyperalgesia and
edema was assessed by evaluating the effect of the co-treatment with L-
703,606 (38ug/paw), a NK1 receptor antagonist or with CGRP8-37 (5ug/paw), a
CGRP receptor antagonist.

As shown in Figure 3 A, AITC-induced hyperalgesia (One-Way ANOVA
and Tukey test, p < 0.05) was significantly decreased by ipsi- but not by
contralateral administration of either L-703, 606 or CGRP8-37.

As shown in Figure 3 B, AITC-induced edema was significantly
decreased by ipsi- but not by contralateral administration of L-703, 606, while
both ipsi- and contralateral administration of CGRP8-37 decreased AITC-
induced edema, suggesting a low systemic absorption (One-Way ANOVA and
Tukey test, p < 0.05).

These findings suggest that local activation of NK1 and of CGRP
receptors contribute to TRPAl-mediated hyperalgesia and edema.
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Figure 3: AITC-induced responses are significantly decreased by pharmacological
blockade of NK1 or of CGRP receptors. A. Hyperalgesia. Ipsi-, but not contralateral
administration of the NK1 receptor antagonist, L-703, 606, or of the CGRP receptor antagonist
CGRP8-37 significantly decreased AITC-induced hyperalgesia (One way Anova, and Tukey
test, P > 0.05). The symbols “*” indicate a response significantly higher than that of the other
groups. The symbols “+” indicate a response significantly higher than that induced by vehicle.
Ips = ipsilateral paw; Ct = contralateral paw; L-703,606 = NK1 receptor antagonist; CGRP8-37 =
CGRP receptors antagonist.
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B. Edema. Ipsilateral administration of L-703, 606 significantly decreased AITC-induced edema.
Ipsi- and contralateral administration of CGRP8-37 significantly decreased AITC-induced
edema (One way Anova, and Tukey test, P > 0.05). The symbols “*” indicate a response
significantly higher than that of the other groups. The symbols “+” indicate a response
significantly higher than that induced by vehicle. Ips = ipsilateral paw; Ct = contralateral paw; L-
703,606 = NK1 receptor antagonist; CGRP8-37 = CGRP receptors antagonist.

4. MAST CELLS AND THEIR MAJOR MEDIATORS, 5-HT AND
HISTAMINE, CONTRIBUTE TO HYPERALGESIA AND EDEMA INDUCED BY
TRPA1 ACTIVATION.

The involvement of mast cells, 5-HT (serotonin) and histamine in AITC-
induced hyperalgesia and edema was assessed by evaluating the effect of the
pretreatment with the mast cell degranulator, compound 48/80 (daily
intraplantar injections of increasing doses 1, 3, 10 or 10 ug), or of the co-
treatment with Way 100, 135 (450ug/paw) a 5-HTia receptor antagonist with
tropisetron (450 pg/paw), a 5-HT3 receptor antagonist or with pyrilamine (400
pg/paw), a Hi receptor antagonist.

As shown in Figure 4 A, AITC-induced hyperalgesia was significantly

decreased either by pretreatment with compound 48/80 or by co-treatment with
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Way 100, 135, tropisetron or pyrilamine into the ipisi but not contralateral hind
paw (One-Way ANOVA and Tukey test, p < 0.05).

As shown in Figure 4 B, AITC-induced edema was significantly
decreased either by pretreatment with compound 48/80 or by co-treatment with
Way 100, 135, tropisetron or pyrilamine. While the administration of Way 100,
135 or of pyrilamine into the contralateral hind paw had no effect, that of
tropisetron decreased AITC-induced edema, suggesting a low systemic
absorption (One-Way ANOVA and Tukey test, p < 0.05).

These findings suggest that mast cell degranulation and the local
release of 5-HT and histamine contribute to TRPA1-mediated hyperalgesia and
edema.

To ensure that compound 48/80 effectively induced local mast cells
degranulation, we compare the nociceptive response induced by a single
injection of 10 ug of compound 48/80, with that induced by the same treatment
in a group of animals submitted to the protocol of mast cell degranulation (daily
intraplantar injections of increasing doses, 1, 3, 10 or 10 pg, of compound
48/80). The absence of nociceptive response in the latter group indicates that
local mast cells were completely degranulated at the time of experiment (Figure
4C One way Anova, and Tukey test, P > 0.05).
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Figure 4: AITC-induced responses are significantly decreased by previous mast cell
degranulation or by pharmacological blockade of 5-HT 14 and ; or H; receptors. A.
Hyperalgesia. Pre-treatment with compound 48/80, or ipisi- but not contralateral administration
of way 100,135, tropisetron or pyrilamine significantly decreased AITC-induced hyperalgesia
(One way Anova, and Tukey test, P > 0.05). The symbols “*” indicate a response significantly
higher than that of the other groups. The symbol “+” indicate a response significantly higher
than that induced by vehicle. C 48/80 = Compound 48/80, mast cell degranulator; Way = Way
100,135; 5-HT1A receptor antagonist; Trop = Tropisetron; 5-HT3 receptor antagonist; Pyr =
Pyrilamine; H1 receptor antagonist.
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B. Edema. Pre-treatment with compound 48/80, or ipisilateral administration of way 100,135, or
pyrilamine significantly decreased AITC-induced edema. Ipsi- and contralateral administration of
tropisetron significantly decreased AITC-induced edema (One way Anova, and Tukey test, P >
0.05). The symbols “*” indicate a response significantly higher than that of the other groups. The
symbol “+” indicate a response significantly higher than that induced by vehicle. C 48/80 =
Compound 48/80, mast cell degranulator; Way = Way 100,135; 5-HT1A receptor antagonist;
Trop = Tropisetron; 5-HT3 receptor antagonist; Pyr = Pyrilamine; H1 receptor antagonist.
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C. Mast cell degranulation protocol. A single injection of compound 48/80 induced a
significant nociceptive behavior. This same procedure in animals that received four daily
intraplantar injections of increasing doses (1, 3, 10 or 10 ug) of compound 48/80 did not (One
way Anova, and Tukey test, P > 0.05). The symbols “*” indicate a response significantly higher
than that of the other groups. The symbol “+” indicate a response significantly higher than that
induced by vehicle. C 48/80 = Compound 48/80, mast cell degranulator; Way = Way 100,135;
5-HT1A receptor antagonist; Trop = Tropisetron; 5-HT3 receptor antagonist; Pyr = Pyrilamine;
H1 receptor antagonist.
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5. INFLAMMATORY CELL MIGRATION CONTRIBUTES TO
HYPERALGESIA AND EDEMA INDUCED BY TRPA1 ACTIVATION.

The involvement of migratory cells in AITC-induced hyperalgesia and
edema was assessed by evaluating the effect of pre-pretreatment with the
selectin inhibitor fucoidan (20mg/kg, i.v.)

AITC-induced hyperalgesia (Figure 5A, One-Way ANOVA and Tukey
test, p < 0,05) and edema (Figure 5B, One-Way ANOVA and Tukey test, p <
0,05) were significantly decreased by pretreatment with fucoidan. These
findings indicate that migratory cells contribute to TRPAl-mediated
hyperalgesia and edema.
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Figure 5: AITC-induced responses are significantly decreased by selectin inhibition. A.
Hyperalgesia. Pre-treatment with fucoidan significantly decreased AITC-induced hyperalgesia
(One way Anova, and Tukey test, P > 0.05). The symbols “* “indicate a response significantly
higher than that of the other groups, “+” indicate a response significantly higher than that
induced by vehicle. Fucoidan = migratory cells inhibitor.
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B. Edema: Pre-treatment with fucoidan significantly decreased AITC-induced edema (One way
Anova, and Tukey test, P > 0.05). The symbols “* “indicate a response significantly higher than
that of the other groups, “+” indicate a response significantly higher than that induced by
vehicle. Fucoidan = migratory cells inhibitor.

6. PROSTAGLANDINS CONTRIBUTE TO HYPERALGESIA AND EDEMA
INDUCED BY TRPA1 ACTIVATION.

The involvement of prostaglandins in AITC-induced hyperalgesia and
edema was assessed by evaluating the effect of the co-treatment with
indomethacin (100ug/paw), a cyclooxygenase inhibitor.

As shown in Figure 6 A, AITC-induced hyperalgesia (One-Way ANOVA
and Tukey test, p < 0.05) was significantly decreased by ipsi- but not by
contralateral administration of indomethacin.

As shown in Figure 6 B, AITC-induced edema was significantly
decreased by ipsi- and contralateral administration of indomethacin, suggesting

a low systemic absorption.
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These findings indicate that prostaglandins contribute to TRPAL-
mediated hyperalgesia and edema.
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Figure 6: AITC-induced responses are significantly decreased by cyclooxygenase
inhibition. A. Hyperalgesia: Ipsi- but not contralateral administration of indomethacin
significantly decreased AITC-induced hyperalgesia (One way Anova, and Tukey test, P > 0.05).
The symbols “*” indicate a response significantly higher than that of the other groups, “+”

indicate a response significantly higher than that induced by vehicle. Indomethacin = COX2
inhibitor.
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B. Edema: Ipsi- and contralateral administration of indomethacin significantly decreased

AITC-induced edema (One way Anova, and Tukey test, P > 0.05). The symbols “*” indicate a
response significantly higher than that of the other groups, “+” indicate a response significantly
higher than that induced by vehicle. Indomethacin = COX2 inhibitor.

7. SYMPATHETIC NERVOUS SYSTEM AND NOREPINEPHRINE
CONTRIBUTE TO HYPERALGESIA AND EDEMA INDUCED BY TRPA1l
ACTIVATION.

The involvement of the sympathetic nervous system and
norepinephrine in AITC-induced hyperalgesia and edema was assessed by
evaluating the effect of the pretreatment with guanethidine (30mg/kg three daily
s.C. injections), which depletes norepinephrine from sympathetic postganglionic
terminals, or by co-treatment with atenolol (6 pug/paw), a B1 adrenergic receptor
antagonist or with IClI 118,551 (1.5 pg/paw), a B2 receptor adrenergic
antagonist.

As shown in Figure 7A, AITC-induced hyperalgesia was significantly
decreased either by co-treatment with atenolol or ICI 118,551 into the ipsi- but
not contralateral hind paw or by pretreatment with guanethidine (One-Way
ANOVA and Tukey test, p < 0.05). These findings indicate that sympathetic



52

nervous system and norepinephrine contribute to TRPAl-mediated
hyperalgesia.

As shown in Figure 7B, AITC-induced edema was significantly
decreased by co-treatment with atenolol or ICI 118,551 or by pretreatment with
guanethidine (Figure 7A, One-Way ANOVA and Tukey test, p < 0.05). Both
antagonists decreased paw edema when applied on the contralateral paw,
suggesting a low systemic absorption. These findings indicate that sympathetic
nervous system and norepinephrine contribute to TRPAl-mediated

hyperalgesia and edema.
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Figure 7. AITC-induced responses are significantly decreased by the pharmacological
blockade of beta adrenergic receptors or depletion of sympathetic nervous terminals. A.
Hyperalgesia. Ipsi-, but not contralateral administration of ICI or atenolol or pretreatment with
guanethidine significantly decreased AITC-induced hyperalgesia (One way Anova, and Tukey
test, P > 0.05). The symbols “*” indicate a response significantly higher than that of the other
groups, “+” indicate a response significantly higher than that induced by vehicle. Gua =
Guanethidine, depletor of sympathetic nervous terminals; ICI= ICI 118,551 (B2 adrenergic
receptor antagonist; Ate = Atenolol, 1 adrenergic receptor antagonist
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B.Edema. Ipsi- and contralateral administration of atenolol or ICI or pretreatment with
guanethidine significantly decreased AITC-induced edema (One way Anova, and Tukey test, P
> 0.05). The symbols “*” indicate a response significantly higher than that of the other groups,
“+” indicate a response significantly higher than that induced by vehicle. Gua = Guanethidine,
depletor of sympathetic nervous terminals; ICI= ICI 118,551 B2 adrenergic receptor antagonist;
Ate = Atenolol, 1 adrenergic receptor antagonist.

DISCUSSION

Data obtained from this study converge to indicate that the role of TRPAL
in pain and inflammation extends its well known function in neuronal excitability.
We showed that TRPA1l activation induces inflammatory hyperalgesia and
edema through multiple inflammatory mechanisms such as (a) neuropeptides
release; (b) mast cell degranulation and the consequent release of their major
mediators, histamine and 5-HT; (c) neutrophil migration and (d) the local
formation of prostaglandins and release of norepinephrine. Previous literature
data have demonstrated the involvement of neuropeptides and mast cells in
TRPA1l-mediated nociception and edema (TREVISANI et al., 2007; ANDRADE
et al.,, 2008; GRAEPEL et al., 2011), therefore the present findings largely
extend them, constructing a new picture of the TRPA1 function in nociceptive

and inflammatory mechanisms.
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As a cation channel previously thought to be primarily expressed in
nociceptors, the expected consequence of TRPAL gating is action potential
generation leading to overt nociception and neurogenic inflammation. However,
recent evidence suggest that TRPAL1 activation also sensitizes nociceptors,
lowering the stimulus threshold for firing an action potential (TREVISANI et al.,
2007; DUNHAM et al., 2008; GRAEPEL et al., 2011; ROBERTS et al., 2011,
NAKAMURA et al., 2012).Here we characterized in vivo the nociceptor
sensitization induced by TRPA1 activation by measuring the hyperalgesic
response induced by its agonist, AITC, during thirty hours and by evaluating the
effect of pharmacological and genetic blockade of TRPAL1 function on this
response. AITC induced an evident dose- and time-dependent decrease in
paw-withdraw threshold, defined as hyperalgesia, which was maximal three and
was still present thirty hours after injection (Figure 1 A). AITC-induced
mechanical hyperalgesia depends on TRPAL activation, since it was blocked by
the pharmacological blockade of TRPAL or by its neuronal gene silencing with
antisense-ODN (Figure 2 A). These findings extend previous data that TRPA1
agonists induce hyperalgesia (TREVISANI et al.,, 2007; DUNHAM et al., 2008;
GRAEPEL et al., 2011; ROBERTS et al., 2011; NAKAMURA et al., 2012) by
showing that the hyperalgesic response is surprisingly long-lasting and
dependent of neuronal TRPAL receptors, since it was blocked by treatment with
antisense-ODN. This last finding is of special interest and worthy of caution
interpretation. Recently, we have demonstrated that the selective blockade of
TRPA1 expression with antisense-ODN prevented carrageenan- or
prostaglandin E-induced hyperalgesia (BONET et al., 2012; DALL'ACQUA et
al., 2012)*. Except for one article, in which antisense-ODN did not decrease
either mechanical hyperalgesia or basal TRPA1 expression (OBATA et al.,
2005), similar findings have been obtained by other authors using different
models (KATSURA et al., 2006; ANDRADE et al., 2008; YANG et al., 2008; DA
COSTA et al., 2010; OKUBO et al., 2012). Altogether, these data consistently
demonstrate that the knocking down of neuronal TRPA1 expression hampers
nociceptor sensitization independent of the model or of the stimulus
(mechanical or thermal) used. In fact, directly-acting hyperalgesic mediators
increase neuronal membrane excitability by activating their receptors to initiate
signaling pathways known to activate TRPA1 (BANDELL et al., 2004; DAl et al.,
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2007; WANG et al., 2008). Therefore, TRPALl activation downstream these
pathways could contribute, in an essential way, to increase membrane
excitability and, consequently, to sensitize nociceptors. This, however, does not
exclude the possibility that TRPAL activity away from sensory nerves indirectly
contribute to nociceptor sensitization.

A double role of TRPAL1 in orchestrating neuronal and non-neuronal
inflammatory mechanisms is evident when we analyze TRPAl-mediated
edema. AITC induced a significant dose- and time-dependent increase in paw
thickness, used as a measure of edema, in the first six hours after its injection
(Figure 1 B). AITC- induced edema was blocked by treatment with the TRPA1
antagonist and significantly decreased by that with antisense-ODN (Figure 2 B).
Since the antagonist blocks TRPAL in any of the TRPA1 expressing cells, while
antisense-ODN selectively blocks its neuronal expression, these findings
indicate that activation of neuronal TRPAL contributes only partially to AITC-
induced edema. These findings are to be expected because in contrast to
nociceptor sensitization, which is a neuronal phenomena modulated by non-
neuronal mechanisms, edema is a nonspecific tissue reaction influenced by a
variety of inflammatory mechanisms (DVORAK, 2010).

A well known consequence of TRPAL activation on sensory nerves is the
peripheral release of neuropeptides, such as substance P and CGRP, which
contribute to TRPAl-mediated nociception (ANDRADE et al., 2008;
NAKAMURA et al., 2012) and edema (TREVISANI et al., 2007; NAKAMURA et
al., 2012). Here we confirm the involvement of neuropeptides in TRPAL-
mediated edema and showed that they also contribute to TRPAl-mediated
mechanical inflammatory hyperalgesia. This was evidenced by findings showing
that the pharmacological blockade of the NK1 receptor, the high-affinity receptor
for substance P, or of the CGRP receptor, significantly decreased AITC-induced
hyperalgesia and edema (Figure 3). These findings suggest that substance P
and CGRP play an important role in TRPAl1-mediated hyperalgesia and edema,
without exclude, however, the involvement of other tachykinins because
neurokinin A and B can also interact with NK1 receptor (MUSSAP et al., 1993;
REGOLI et al., 1994). Substance P and CGRP released in peripheral tissues
from primary afferents contribute to inflammatory pain and lead to neurogenic

inflammation by triggering multiple inflammatory mechanisms (SZAREK et al.,
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1998; LIU et al., 2011). Among them, mast cell degranulation is prominent and
was previously associated to TRPAl-mediated nociception (ANDRADE et al.,
2008). This study demonstrated that mast cell and their major mediators
histamine and 5-HT also contributes to TRPA1 mediated hyperalgesia and
edema. Previous degranulation of mast cells, by treatment with compound
48/80, or the co-administration of a H1, of a 5-HT;a or of a 5-HT3 receptor
antagonist efficiently reduced AITC-induced hyperalgesia and edema (Figure
4). Mast cells express both NK1 (OKADA et al., 1999) and TRPAL1 (PRASAD et
al., 2008) receptors, therefore TRPAl-mediated mast cell degranulation
probably results from TRPAL1 activation in either mast cells and in primary
nociceptors (via neuropeptides release). Anyway, the present findings suggest
that hyperalgesia and edema induced by TRPA1 activation is mediated, at least
in part, by release of neuropeptides from the primary nociceptive neurons and
histamine and 5-HT from mast cells.

Neutrophils play a central role in inflammatory mechanisms, their
interaction in the site of inflammation with resident cells and local inflammatory
mediators amplify the inflammatory response, contributing to the release of
nociceptive mediators (CUNHA et al., 2008) and edema formation (LO et al.,
1999). Although it was already known that TRPA1 agonists are able to induce
neutrophil migration (BANVOLGYI et al.,, 2004), it was not known whether
neutrophil migration contributes to TRPAl-mediated hyperalgesia and edema.
In the present study, fucoidan was used as a pharmacological tool to investigate
this issue, since it binds to L- and P-selectins and consequently, inhibits
neutrophil rolling (LEY et al.,, 1993; CUNHA et al., 2008). Pretreatment with
fucoidan significantly decreased AITC-induced hyperalgesia and edema (Figure
5), showing that neutrophils also contribute to TRPAl-mediated hyperalgesia
and edema. Although the mechanisms underlying neutrophil migration in
response to local TRPA1 activation are not known, many of the TRPA1-
mediated mechanisms could contribute to that. For example, it was
demonstrated that activation of TRPAL in keratinocytes induces the release of
pro-inflammatory cytokines (ATOYAN et al., 2009) known to be key contributors
to neutrophil migration. In addition, exogenous administered neuropeptides
induce neutrophil migration (KAHLER et al., 2001), however, their endogenous

release appear do not contribute to neutrophil migration induced by TRPAL
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agonists (BANVOLGYI et al., 2004). Further studies are needed to evaluate a
possible direct effect mediated by TRPAL in recruited neutrophils, so far, it is
still undefined whether or not TRPAL is expressed in neutrophils.

Prostaglandins and norepinephrine are the most important direct-acting
mediators ultimately responsible for nociceptor sensitization (TONUSSI;
FERREIRA, 1994; KHASAR et al., 1999; VERRI et al., 2006). They also have
actions in inflammatory reactions and edema formation (CLAUDINO et al.,
2006; XU et al., 2010). This study demonstrates that the hyperalgesia and
edema induced by TRPA1l activation are mediated by prostaglandins and
norepinephrine. The involvement of prostaglandins was demonstrated by the
ability of indomethacin, a cyclooxygenase inhibitor, to significantly reduce AITC-
induced hyperalgesia and edema (Figure 6). In an inflamed site, there are
several potential sources for prostaglandins synthesis; therefore TRPAL
activation could contribute to that by regulating different mechanisms. For
example, by inducing neutrophil migration, since these cells play a key role in
prostaglandin synthesis and nociceptor sensitization (CUNHA et al., 2008). In
addition, it was demonstrated that activation of TRPAL in fibroblasts and
keratinocytes induces the synthesis of prostaglandin E, (JAIN et al., 2011). The
involvement of norepinephrine in TRPAl-mediated hyperalgesia and edema
was demonstrated by the ability of both B-1 and 8 -2 adrenoceptor antagonists,
atenolol and ICI 118,551, respectively, to significantly reduce AITC-induced
hyperalgesia and edema (Figure 7). The source of norepinephrine release could
be post-ganglionic sympathetic terminals, since the mRNA for TRPA1 is found
in these neurons (SMITH et al., 2004). This possibility was supported by our
findings showing that depletion of norepinephrine in the sympathetic terminals
by guanethidine also reduce AITC-induced hyperalgesia and edema (Figure 7).
Taken together these findings suggest that TRPA1l activation during
inflammation induces the synthesis of prostaglandins and the release
norepinephrine to contribute to inflammatory reaction and nociceptor
sensitization.

In summary, by using AITC as a pharmacological tool to study the
mechanisms underlying TRPAl-mediated hyperalgesia and edema, we
provided evidences that TRPAL activation contributes to some of the major

inflammatory events. As a sensor of chemical damage, TRPA1 can be activated
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by surprisingly diverse mechanisms. This gating promiscuity allows that diverse
local mediators released during inflammation are able to activate TRPAL in any
of the TRPAL1 expressing cells. Therefore, based on the present findings, we
suggest that TRPA1 activity away from sensory nerves indirectly contributes to
pain and inflammation. This, however, does not diminish the imperative
importance of neuronal TRPA1. On the contrary, we suggest that TRPAL is a
key receptor in inflammatory and nociceptive mechanisms, mediating both the
release and the effect of diverse inflammatory mediators. For example, TRPAL
activation appears to contribute both to the synthesis (as suggested in the
present study) and to the hyperalgesic effect (DALL'ACQUA et al., 2012) of
prostaglandins, which can be considered the major mediators of inflammatory
pain, as supported by the analgesic properties of COX inhibitors (Ferreira et al.
1973). Therefore, TRPA1 blockade is a promising strategy for the development

of future drugs for treatment and control of inflammatory pain.
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5 DISCUSSAO

Os dados obtidos neste estudo indicam que o papel do TRPA1 na dor e
inflamacéo vai além de sua conhecida funcdo na excitabilidade neuronal. Os
dados obtidos demonstram que o TRPA1 contribui para a hiperalgesia e para a
inflamacéo in vivo regulando multiplos mecanismos inflamatorios. Essa ideia é
suportada pelos resultados que mostram que a hiperalgesia e edema induzidos
por um agonista TRPA1 é mediada por neuropeptideos; degranulacdo de
mastoécitos e consequente liberacdo de seus principais mediadores, histamina e
5-HT; migracdo de neutroéfilos e liberacdo de mediadores inflamatérios como
prostaglandinas e norepinefrina. Dados prévios da literatura demonstraram o
envolvimento de neuropeptideos e de mastécitos na nocicepcdo e edema
mediados pelo TRPA1l (TREVISANI et al., 2007; ANDRADE et al., 2008;
GRAEPEL et al., 2011), portanto o nossos dados vao mais além, construindo
uma nova imagem da fungdo do TRPA1l em mecanismos nociceptivos e
inflamatérios.

Sendo um canal de cations que se pensava Ser expresso
primariamente em neurdnios nociceptivos primarios, a consequéncia esperada
apos a ativacdo do TRPAL1l é a geracdao do potencial de acédo levando a
nocicepcdo e inflamagdo neurogénica. No entanto, evidéncias recentes
sugerem que a ativacdo do TRPA1 também sensibiliza nociceptores, baixando
o limiar de estimulo para disparar um potencial de acdo (TREVISANI et al.,
2007; DUNHAM et al., 2008; GRAEPEL et al., 2011; ROBERTS et al., 2011;
NAKAMURA et al., 2012). Aqui nés avaliamos a sensibilizagdo do nociceptor
mediada pelo TRPA1 através da avaliacdo da resposta hiperalgésica induzida
pelo seu agonista, AITC, durante 30 horas. O AITC induziu reducéo evidente
no limiar de retirada da pata, referida como hiperalgesia mecanica, de forma
dose e tempo-dependente. A resposta hiperalgésica foi maxima na terceira
hora e ainda estava presente trinta horas apos a injecdo (Figura 1 A). A
hiperalgesia induzida pelo AITC depende do TRPA1, pois foi inibida pelo

blogueio farmacolégico do TRPA1 ou pelo silenciamento neuronal de gene,
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com ODN-antisense (Figura 2 A). Esses resultados confirmam dados prévios
de que agonista de TRPA1l induz hiperalgesia (TREVISANI et al., 2007;
DUNHAM et al., 2008; GRAEPEL et al.,, 2011; ROBERTS et al., 2011,
NAKAMURA et al., 2012) e vao além, mostrando que a resposta hiperalgesica
€ surpreendentemente longa e dependente de TRPAL neuronal, uma vez que €
bloqueado pelo ODN-antisense. Esse ultimo resultado € de especial interesse e
digno de interpretacdo cautelosa. Recentemente nds mostramos que O
bloqueio seletivo da expressdao do TRPA1 com ODN-antisense preveniu a
hiperalgesia induzida por carragenina ou por prostaglandina E, (BONET et al.,
2012; DALL'ACQUA et al., 2012). Resultados similares aos nossos vém sendo
obtidos por outros autores, utilizando diferentes modelos experimentais
(KATSURA et al., 2006; ANDRADE et al., 2008; YANG et al., 2008; DA COSTA
et al., 2010; OKUBO et al., 2012). Encontramos somente um artigo em que 0
tratamento com antisense ndo reduziu a hiperalgesia mecéanica e térmica ao
calor, tendo reduzido somente a hiperalgesia térmica ao frio induzida pela
administracdo de CFA ou por lesdo neural (OBATA et al.,, 2005). Esse
resultado poderia ser atribuido ao fato de que, nesse estudo, o antisense néo
reduziu a expressao basal de TRPA1 em comparagcdo com O grupo controle,
tendo unicamente impedido que o CFA e a neuropatia aumentassem a
expressao do TRPAL. Portanto, juntos, os dados obtidos no presente estudo e
agueles obtidos anteriormente, em nosso laboratério (BONET et al.,, 2012;
DALL'ACQUA et al.,, 2012) ou por outros pesquisadores (KATSURA et al.,
2006; ANDRADE et al.,, 2008; YANG et al., 2008; DA COSTA et al., 2010;
OKUBO et al., 2012) sugerem um papel essencial do TRPA1 neuronal no
processo de sensibilizacdo do nociceptor primario. Isso é demonstrado pelo
fato de que ao se diminuir seletivamente a expressao do TRPA1 em neurbnios
aferentes primarios se impede a sensibilizagdo dos mesmos, independente do
modelo ou estimulo (mecéanico ou térmico) utilizado para evidencia-la. Portanto
a ativacdo do receptor TRPAL localizado nos nociceptores primarios deve
contribuir, de maneira essencial, para aumentar a excitabilidade da membrana,
e consequentemente, para sensibilizar o do nociceptor.

No entanto, a importante participacdo do TRPA1l expresso em
neurbnios aferentes primarios na hiperalgesia inflamatéria ndo exclui sua

participagdo em mecanismos inflamatorios ndo neuronais. Um duplo papel do
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TRPA1 mediando mecanismos inflamatorios neuronais e ndo neuronais é mais
evidente quando analisamos o edema induzido pela ativacdo do TRPAL1l. O
AITC induziu um significante aumento na espessura da pata, utilizado como
medida do edema, de forma dose e tempo-dependente, nas primeiras seis
horas apés sua injecao (Figura 1 B). O edema induzido por AITC foi bloqueado
pelo tratamento com antagonista de TRPAL e significativamente diminuido pelo
tratamento com ODN-antisense (Figura 2 B). Levando-se em consideragéo que
0 antagonista € capaz de bloquear o TRPA1 em qualquer célula que o
expresse, enquanto que o ODN-antisense bloqueia seletivamente sua
expressdo neuronal, esses resultados indicam que o TRPAl1 medeia
mecanismos neuronais que contribuem parcialmente para a formagcdo do
edema induzido pelo AITC. Esses resultados ndo séo surpreendentes porque
ao contrario da sensibilizacdo do nociceptor, que € um processo neuronal que
pode ser parcialmente modulado por mecanismos ndo neuronais, 0 edema é
uma reacao tecidual ndo especifica influenciada por uma enorme variedade de
mecanismos inflamatérios (DVORAK, 2010).

Uma conhecida consequéncia da ativacdo do TRPALl nos nervos
sensoriais € a liberacdo periférica de neuropeptideos, como SP e CGRP
(peptideo relacionado ao gene da calcitonina). Esses neuropeptideos, ao se
ligarem aos seus respectivos receptores, iniciam uma série de respostas locais
qgue caracterizam o componente neurogénico da inflamacao (LEVINE et al.,
2006). Ja foi demonstrado que a liberacdo de neuropetideos como a SP e o
CGRP contribuem para a nocicepcao (ANDRADE et al., 2008; NAKAMURA et
al., 2012) e edema (TREVISANI et al.,, 2007; NAKAMURA et al.,, 2012)
induzidos pela ativacdo do TRPAL. Aqui ndés confirmamos o envolvimento dos
neuropeptideos no edema mediado pelo TRPAl e mostramos que eles
também contribuem para a hiperalgesia mecéanica inflamatéria mediada pelo
TRPAL. Isso foi evidenciado através de resultados que mostram que o bloqueio
farmacolégico do receptor NK1, o receptor de maior afinidade para a
substéancia P, ou do receptor CGRP, reduziu significativamente a hiperalgesia e
o edema (Figura 3) induzidos pelo AITC. Obviamente, esses resultados néo
excluem o envolvimento de outras taquicininas na hiperalgesia e edema
mediados pelo TRPAL, uma vez que as neurocininas A e B podem também
interagir com o receptor NK1 (MUSSAP et al., 1993; REGOLI et al., 1994).
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A substancia P e o CGRP liberados nos tecidos periféricos pelos
aferentes priméarios levam a inflamacg&o neurogénica e contribuem para a dor
inflamatdria ao desencadear multiplos mecanismos inflamatérios (SZAREK et
al., 1998; LIU et al., 2011). Outro efeito local mediado pelos neuropeptideos é a
degranulacdo de mastocitos e a consequente liberacdo de histamina e 5-HT.
Os mastdcitos sdo leucécitos densamente granulares que residem nos tecidos
e que podem liberar um espectro variavel de mediadores pro-inflamatérios em
resposta a uma variedade de estimulos. Dentre esses mediadores, incluem-se
os pré-formados, como 5-HT, histamina e proteases; e os de sintese sob
demanda, como leucotrienos, prostaglandinas, citocinas e quimiocinas
(EDWARDS, 2008). Juntos esses mediadores exercem diversos efeitos pro-
inflamatorios sobre os tecidos. Dentre os mediadores inflamatoérios liberados
pelos mastoécitos, sabe-se que a histamina e a 5-HT atuam diretamente nos
nociceptores através da ligacdo com seus respectivos receptores que Ssao
expressos nos neurdnios aferentes priméarios (KASHIBA et al., 2001; TAMBELI
et al.,, 2006). Nesse estudo, utilizamos composto 48/80 como ferramenta
farmacoldgica para avaliar a contribuicdo dos mastécitos na hiperalgesia e
edema induzidos pelo AITC. Estudos prévios demonstram que a degranulagéo
de mastdcitos promovida pelo composto 48/80 é do tipo ndo citotdxica,
promovendo a liberacdo de seus mediadores inflamat6rios com a manutencéo
da integridade das membranas (BUNDOC; KEANE-MYERS, 2007). A
confirmagdo de que no momento do experimento todos os mastdcitos locais
estavam previamente degranulados foi obtida ao comparar a resposta
nociceptiva induzida por uma Unica injecdo de 10 ug de composto 48/80, com
aguela induzida pelo mesmo tratamento em animais submetidos ao protocolo
de degranulacdo de mastécitos (injecdes intraplantares diarias com doses
crescentes, 1, 3, 10 ou 10 ug, de composto 48/80). A auséncia de resposta
nociceptiva no ultimo grupo € um indicativo de que os mastdcitos locais
estavam completamente degranulados no momento do experimento. A
degranulacdo de mastdcitos também j& foi previamente associada com a
nocicepcao induzida pela ativacdo do TRPA1 (ANDRADE et al., 2008). O
presente estudo vai bastante além desses dados demonstrando que os
mastocitos e seus principais mediadores, histamina e 5-HT, também

contribuem para a hiperalgesia e edema induzidos pela ativagcdo do TRPAL.
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Isso foi evidenciado através de resultados que mostram que o tratamento com
composto 48/80 ou a co-administracdo de antagonista para os receptores Hi,
5-HT;a e 5-HT3, reduziu significativamente tanto a hiperalgesia (Figura 4 A)
quanto o edema (Figura 4 B) induzidos pelo AITC. Os mastocitos expressam
tanto receptores NK1 (OKADA et al.,, 1999) quanto TRPA1 (PRASAD et al.,
2008), portanto a degranulagdo de mastécitos mediada pelo TRPAl
provavelmente é resultado da ativacdo do TRPAL diretamente em mastocitos e
nos nociceptores primarios, que ao liberarem neuropetideos contribuem
indiretamente para a degranulacdo mastocitaria. De qualquer maneira, esses
resultados sugerem que a hiperalgesia e o edema induzidos pela ativagéo do
TRPAL é mediado, pelo menos em parte por um mecanismo que depende de
prévia liberacdo de neuropeptideos dos neurdnios nociceptivos primarios e de
histamina e 5-HT provenientes da degranulacdo de mastécitos. Foi sugerido
em um artigo de nosso grupo (FISCHER et al., 2008), que o TRPAL1 atua como
um receptor chave na manutencdo de um ciclo relacionado a dor inflamatéria.
A lesao tecidual e a consequente liberacdo de substancias inflamatorias, como
histamina, 5-HT e agonistas endogenos do TRPAL, induz a ativacdo do
receptor TRPA1 que, além de ativar o nociceptor periférico, promove a
liberacdo de neuropeptideos que contribuem para aumentar a liberacdo de
substancias inflamatorias e a lesdo tecidual, mantendo a ativacdo do receptor
TRPAL.

Os neutrdfilos tém um papel central nos mecanismos inflamatorios, sua
interagdo, no sitio da inflamagé@o, com as células residentes e mediadores
inflamatorios locais amplifica a resposta inflamatéria (CUNHA et al., 2008)
contribuindo para a formacao do edema (LO et al., 1999) e para a liberacao de
mediadores nociceptivos. Embora ja se saiba que agonistas de TRPALl sao
capazes de induzir migracdo de neutréfilos (BANVOLGYI et al., 2004), ndo se
sabe se a migracdo de neutrdfilos contribui para a hiperalgesia e edema
induzidos pela ativacdo do TRPAL. Nesse estudo, fucoidan foi utilizado como
uma ferramenta farmacolbgica para investigar essa questdo, uma vez ao se
ligar as selectinas L e P, impede o processo de rolamento dos neutrofilos (LEY
et al., 1993; CUNHA et al., 2008). O pré-tratamento com fucoidan reduziu
significativamente a hiperalgesia (Figura 5 A) e o edema (Figura 5 B) induzidos

pelo AITC, mostrando que os neutréfilos tém um importante papel nessas
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respostas mediadas pelo TRPAl. Embora os mecanismos envolvidos na
migracao de neutrofilos em resposta a ativacdo de TRPAL local ndo sejam bem
conhecidos, muitos mecanismos poderiam contribuir para isso. Por exemplo, foi
demonstrado que a ativacdo de TRPA1 em queratindcitos induz a liberacdo de
citocinas pro-inflamatérias (ATOYAN et al., 2009) conhecidas por induzirem
migracdo de neutréfilos. No entanto, embora a administracdo exdgena de
neuropeptideos induza migracdo de neutrofilos (KAHLER et al., 2001), eles
parecem nao contribuir para migracdo de neutrofilos induzida por agonistas de
TRPA1 (BANVOLGYI et al., 2004) Portanto, o envolvimento de TRPAl
neuronal na migracao de neutrdéfilos induzida pelo AITC é pouco provavel. Mais
estudos sdo necessarios para avaliar um possivel efeito direto do TRPA1 no
recrutamento de neutréfilos, uma vez que, até agora, ndo esta determinado se
o0 TRPA1 é ou ndo expresso em neutrofilos.

Prostaglandinas e norepinefrina s&o os mais importantes mediadores
de acdo direta, em dultima instancia, responsaveis pela sensibilizacdo do
nociceptor primario (TONUSSI; FERREIRA, 1994; KHASAR et al., 1999;
VERRI et al., 2006). Esses mediadores, ao ativar seus respectivos receptores
acoplados a proteina G iniciam vias de sinalizagédo celular, como a via da PLC
e da adenilato ciclase, para induzir uma série de mudancas bioquimicas, como
aumento dos niveis de calcio citosdlicos, fechamento de canais de potassio e
aumento da permeabilidade ou da expressdo de alguns canais de sodio na
membrana do neurdnio, que contribuem para o processo de sensibilizacdo da
fiora nociceptiva. E importante salientar que a ativacdo do TRPA1
provavelmente figura entre 0s mecanismos que contribuem para a
sensibilizacdo dos neurdnios nociceptivos. Isso porque ja foi demonstrado que
mediadores inflamatoérios que iniciam vias de sinalizacdo celular como a via da
PLC e da adenilato ciclase ativam o TRPA1 (BANDELL et al., 2004; BAUTISTA
et al., 2006; DAI et al., 2007; WANG et al., 2008). De fato, um estudo recente
de nosso grupo demonstra que a hiperalgesia induzida pela PGE, depende da
ativacdo do TRPAL e que essa ativacdo é mediada pela PKA e PKC. Além de
seu importante papel na sensibilizacdo dos neurbnios nociceptivos primarios,
as prostaglandinas e norepinefrina também tém acdes na reacédo inflamatoria e
formacao de edema (CLAUDINO et al.,, 2006; XU et al., 2010). Esse estudo

demonstrou que a hiperalgesia e o edema induzidos pela ativagdo do TRPAl
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sdo mediados por prostaglandinas e norepinefrina. O envolvimento das
prostaglandinas foi demonstrado através da habilidade da indometacina, um
inibidor de ciclooxigenase, em reduzir significativamente a hiperalgesia (Figura
6 A) e 0 edema (Figura 6 B) induzidos pelo AITC. Existem varias fontes
potencias para sintese de prostaglandinas em um tecido inflamado, dentre eles
os neutrofilos tém um importante papel na sintese de prostaglandinas e na
sensibilizagao do nociceptor (CUNHA et al., 2008). E como demonstrado nesse
estudo e discutido anteriormente, os neutrofilos contribuem para a hiperalgesia
e 0 edema induzidos pela ativacdo do TRPAL, portanto, poderiam contribuir
para a producdo de prostaglandinas em resposta a ativacdo do TRPAL. Além
disso, foi demonstrado que a ativagdo do TRPA1l em queratinécitos e
fibroblastos induz a liberacdo de eicosandides como a prostaglandina E2 e
LTB4 (JAIN et al.,, 2011). O envolvimento da norepinefrina na hiperalgesia e
edema induzidos pela ativacdo do TRPA1l foi demonstrado através da
habilidade de antagonistas de receptores B, e B, adrenérgicos, atenolol e ICI
118,551, respectivamente, em reduzir significativamente a hiperalgesia (Figura
7 A) e edema (Figura 7 B) induzidos pelo AITC. A fonte de liberagéo de
norepinefrina pode ser os terminais simpaticos pos-ganglionares, pois o RNAmM
para TRPA1l foi encontrado nesses neurbnios (SMITH et al., 2004). Essa
possibilidade é suportada por nossos resultados mostrando que a deplecéo de
norepinefrina nos terminais simpaticos, através do tratamento com guanetidina,
também reduz a hiperalgesia (Figura 7 A) e edema (Figura 7 B) induzidos pelo
AITC. Em conjunto esses dados sugerem gue a ativacdo do TRPA1 durante o
dano tecidual e inflamagé&o induz a liberagéo de prostaglandinas e norepinefrina
que contribuem para a reacao inflamatéria e sensibilizacdo do nociceptor.

Uma vez que o TRPA1 é um receptor envolvido na deteccdo de
estimulos ambientais nocivos, ele pode ser ativado por mecanismos
surpreendentemente diversos. Essa promiscuidade do canal permite que
diversos mediadores locais liberados durante a inflamacé&o sejam capazes de
ativar o TRPA1 em qualquer célula que o expresse. Utilizando o AITC como
ferramenta farmacol6gica para estudar os mecanismos envolvidos na
hiperalgesia e edema mediados pelo TRPA1, nos fornecemos evidéncias de
que o TRPA1l medeia alguns dos principais eventos inflamatorios. Baseado

nesses dados, nés sugerimos que a atividade do TRPALl fora dos nervos
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sensoriais contribui indiretamente para a dor e inflamacao. Isso, contudo, n&o
diminui a importancia fundamental do TRPA1 neuronal contribuindo
diretamente para a sensibilizacdo do nociceptor e para a inflamagéo
neurogénica. Pelo contrario, ndés sugerimos que o TRPAL é um receptor chave
nos mecanismos inflamatérios e nociceptivos, operando um ciclo no qual,
mediadores liberados durante a inflamacé&o ativam o TRPA1l - em qualquer
célula que o expresse — e a ativacdo do TRPAL induz a liberacdo de mais
mediadores inflamatérios. Por exemplo, se considerarmos as prostaglandinas -
um dos os principais mediadores da dor inflamatoria, de acordo com a eficacia
analgésica dos AINEs - esse estudo sugere que a ativacdo do TRPAL induz a
formacéao local de prostaglandinas, e, como mencionado, um estudo anterior de
nosso laboratério demonstra que a ativacdo do TRPAL em neurbnios aferentes
primarios € essencial para a hiperalgesia induzida pela PGE, (DALL'ACQUA et
al., 2012). Portanto, a ativacdo do TRPALl parece contribuir tanto para a
formacdo de prostaglandina quanto para sua acdo no neurbnio aferente
primario.

Evidentemente, ha um longo caminho a ser percorrido e muitos
estudos ainda sdo necessarios para avaliar o potencial terapéutico de farmacos
que bloqueiem o TRPAL. No entanto, em uma primeira anélise as vantagens
desses farmacos sobre os tradicionais AINEs séo evidentes. Primeiramente por
gue seu uso ndo estaria associado aos efeitos colaterais gastrointestinais, uma
vez que a sintese de PGs protetoras da mucosa gastrica estaria preservada.
Outro fato, € que o mecanismo de acdo de um farmaco que bloqueie o receptor
TRPA1 nao se restringiria a inibicdo da acéo algésica de mediadores formados
pela ciclooxigenase. Isso é clinicamente relevante porque o TRPAL pode ser
ativado por multiplos mecanismos associados a inflamacgéo, conforme os dados
apresentados neste trabalho. Juntas, essas evidéncias sugerem que o TRPA1
€ um receptor chave para os mecanismos inflamatérios e nociceptivos e,
portanto, poderia ser um alvo em potencial para o desenvolvimento de novos
farmacos clinicamente relevantes para o tratamento e controle da dor

inflamatoria.
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