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RESUMO

O diabetes mellitus € um grupo heterogéneo de disturbios metabdlicos que
apresenta em comum a hiperglicemia, resultado de defeitos na acdo ou
secre¢cdo da insulina. A complicacdo mais prevalente do diabetes é a
neuropatia diabética periférica que ocasiona alteracbes sensoriais
manifestadas inicialmente por sintomas positivos, tais como dor e alodinia, 0s
quais podem ser seguidos por sintomas negativos, tais como a hipoalgesia e
hipoestesia. Existem evidéncias clinicas de que pacientes com diabetes
apresentam maior incidéncia de dor orofacial. Em adicdo, em modelos animais
de diabetes induzido pela administracdo Unica intraperitoneal de
estreptozotocina (STZ), ha a descricdo do desenvolvimento de hiperalgesia
facial ao calor. Os mecanismos relacionados a fisiopatologia desta alteragcao
sensorial, no entanto, ainda n&o estdo totalmente esclarecidos. Assim, o
objetivo do presente estudo foi avaliar a contribuicéo de receptores de potencial
transitorio vaniléide tipo 1 (TRPV1), principal receptor envolvido na transducao
de estimulos térmicos de calor, a nivel periférico e central na hiperalgesia
térmica em ratos Wistar machos com diabetes induzido por injecéo
intraperitoneal de STZ (60 mg/kg). Para isto, a hiperalgesia térmica facial foi
avaliada antes e semanalmente até a quarta semana apOs a inducdo do
diabetes. Em ratos diabéticos foi avaliado o efeito do tratamento diario com
insulina bem como do tratamento com 0 antagonista de receptores TRPV1
capsazepina, quando administrado no labio superior, no ganglio do trigémeo
(TG) ou no subnucleo caudalis (Sp5C) do nudcleo sensorial trigeminal na quarta
semana apos inducdo do diabetes. Em ratos naive, o efeito da capsazepina
administrada nos trés diferentes sitios descritos acima foi avaliado na
hiperalgesia facial térmica induzida pela administracdo de capsaicina no labio
superior dos animais. Alteracbes na expressdo de receptores TRPV1
periféricos (i.e. nervo infraorbital e TG) e centrais (i.e Sp5C) foram avaliadas
em amostras coletadas quatro semanas apo0s a inducdo do diabetes. Os
resultados mostram que os ratos desenvolvem hiperalgesia facial ao calor
desde a primeira até a quarta semana ap0s a injecao de STZ, a qual foi
prevenida pelo tratamento diario com insulina. A injecdo de capsazepina no
labio superior, TG ou Sp5C resultou em reducao significativa da hiperalgesia
térmica facial tanto em ratos diabéticos quanto em ratos naive que receberam
uma injecao prévia de capsaicina no labio superior. Em conjunto, os resultados
sugerem o0s receptores TRPV1 periféricos e centrais contribuem na
hiperalgesia facial ao calor em ratos diabéticos e que a hiperalgesia orofacial
ao calor esta relacionada ao estado hiperglicémico.

Palavras-chave: diabetes, dor neuropatica, receptor TRPV1, nervo trigémeo,
ganglio do trigémeo, subnucleo caudalis, capsaicina.



ABSTRACT

Diabetes mellitus represent an heterogeneous group of metabolic disturbs
which has in common hyperglycemia, as a result of defects in insulin action or
release. The most frequent diabetes complication is diabetic peripheral
neuropathy, which leads to sensory alteraltions manifested by positive
symptons, such as pain and allodynia, which may be followed by negative
symptons, including hypoalgesia and hypoesthesia. There is clinical evidence
that diabetic patients present increased incidence of orofacial pain. Additionally,
in animal models of diabetes the administration of streptozotocin (STZ) induces
facial heat hyperalgesia, but the mechanisms remain to be elucidated. Thus, the
use of animal models to investigate peripheral and central mechanisms and
changes in the trigeminal system after diabetes induction by STZ is clearly
warrantedin the present study, diabetes was induced in male Wistar rats by
STZ (60 mg/kg, i.p) and facial heat hyperalgesia was assessed once a week up
to four weeks. In diabetic rats, it was assessed the effect of daily insulin
treatment and of capsazepine injection into the upper lip, trigeminal ganglion
(TG) or subnucleus caudalis (Sp5C) on facial heat hyperalgesia. In naive rats,
the effect of capsazepine injected in the three different sites was assessed in
heat hyperalgesia induced by upper lip injection of capsaicin. Changes in
peripheral (i.e. infraorbital nerve and TG) and central (i.e Sp5C) TRPV1
expression were evaluated four weeks after diabetes induction. Diabetic rats
exhibited facial heat hyperalgesia from the first up to the fourth week after STZ
injection, which was prevented by insulin treatment. Capsazepine injection into
the upper lip, trigeminal ganglion or medullary subarachnoid space resulted in
significant reduction of facial heat hyperalgesia in diabetic rats, as well as
capsaicin-treated naive rats. Compared to naive rats, diabetic rats exhibited a
significant decrease in TRPV1 expression in the infraorbital nerve, but
increased expression in the trigeminal ganglion. Conclusion: Our results
suggest that peripheral and central TRPV1 receptors participate in facial heat
hyperalgesia in diabetic rats, which is related to the hyperglycemic state.

Keywords: diabetes, neuropathic pain, TRPV1 receptores, trigeminal nerve,
trigeminal ganglion, subnucleus caudalis, capsaicin.
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1 INTRODUCAO

1.1 DIABETES MELLITUS

O diabetes mellitus (DM) é considerado um grupo heterogéneo de
distirbios metabdlicos de origem multifatorial que apresenta em comum a
hiperglicemia, resultado de defeitos na acdo e/ou na secrecdo de insulina
levando a niveis glicémicos acima dos niveis recomendados e produzindo, em
longo prazo, graves problemas sistémicos (SALGADO, 2007; SBD, 2015;
WHO, 2016).

A classificacdo proposta pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) e
pela Associacdo Americana de Diabetes (ADA) inclui quatro classes clinicas:

DM tipo 1, DM tipo 2, DM gestacional e outros tipos especificos de DM.

O DM tipo 1 é caracterizado pela deficiéncia na producdo de insulina
devido a destruicdo autoimune/idiopatica das células beta-pancreaticas e
requer tratamento inicial com insulina (SBD, 2015). Os principais sintomas
incluem: polidria, sede aumentada, fome constante, perda de peso, alteracfes
na visao e fadiga, sendo geralmente diagnosticado nos primeiros anos de vida
(WHO, 2016). Cerca de 86.000 pessoas desenvolvem DM1 a cada ano, sendo
que a expectativa de vida destas € muito curta (IDF, 2015).

Outros tipos de DM incluem o DM tipo 2, caracterizado por defeitos na
acao e secrecédo da insulina pelo organismo, e que compreende de 90% a 95%
dos pacientes com diabetes pelo mundo todo. Esta relacionado principalmente
a excesso de peso e sedentarismo (SBD, 2015). O DM Gestacional trata-se de
qualquer intolerancia a glicose com inicio ou diagnéstico durante a gestacdo
(SBD 2015). Formas menos comuns de DM manifestam-se por defeitos
genéticos na funcdo das células beta-pancreaticas ou na acdo da insulina,
assim como doencas do pancreas exodcrino entre outras condigbes (SBD,
2015).
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1.1.1 Prevaléncia

O numero de individuos diabéticos esta aumentando em virtude do
crescimento e do envelhecimento populacional, da maior urbanizacdo, da
crescente prevaléncia de obesidade e sedentarismo, bem como da maior
sobrevida de pacientes com DM (SBD, 2015). Segundo a OMS em 2014, 9%
dos adultos maiores de 18 anos foram diagnosticados com diabetes e em
2012, o diabetes foi a causa direta de 1,5 milhdes de mortes no mundo (WHO,
2016).

Estimou-se que a populacdo mundial com DM atingiu 415 milhdes de
pessoas em 2015, e devera atingir 642 milhdes em 2040 (IDF, 2015).
Aproximadamente 80% das mortes relacionadas a esta doenga ocorrem em
paises de baixa e média renda, sendo que cerca da metade dessas pessoas
tém menos de 70 anos (MATHERS e LONCAR, 2006). Além disso, um a cada

dois casos de diabetes ainda n&o é diagnosticado (IDF, 2015).

O Brasil € o quarto pais a nivel mundial com maior prevaléncia de DM na
populacdo adulta, que estd em torno de 14,3 milhdes pessoas (IDF 2015).
Além disso, € 0 quinto pais com maior despesa em saude relacionada ao
diabetes, sendo que em 2015 cerca de 22 bilhdes de dolares americanos foram

destinados ao tratamento do DM e suas complicacdes (IDF 2015).

1.1.2 Diagnostico

Atualmente, segundo a Sociedade Brasileira do Diabetes s&o trés os

critérios validos para o diagndstico do diabetes (SBD 2016):

. Glicemia casual acima de 200 mg/dL, acompanhada de sintomas como
polidria, polidipsia e perda de peso. Entende-se por glicemia casual aquela
realizada a qualquer hora do dia, sem considerar o horario das refei¢es.

. Glicemia em jejum = 126 mg/dL, confirmado em duas vezes caso o valor
seja muito préximo a 126 mg/dL.

. Glicemia 2 horas ap6s sobrecarga oral de 75 g glicose acima de 200
mg/dL.
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Em junho de 2010 foi estabelecida pela ADA a utilizacdo da
hemoglobina glicada (HbAlc) como parametro de referéncia para avaliar o grau
de hiperglicemia crbnica entre os pacientes diabéticos (ADA, 2015). A
hemoglobina é uma proteina encontrada nas hemacias na qual a glicose se
adere formando a chamada hemoglobina glicada (HbAlc). A hiperglicemia
contribui para o aumento da ligacdo e consequentemente aumento nos niveis
de HbAlc, permanecendo ligada durante os 90 a 120 dias de vida do glébulo
vermelho. A HbAlc é interpretada como uma média da glicose no sangue
presente ao longo dos ultimos 3-4 meses e sua medicdo € aceita como indice
de glicemia média no tratamento de pacientes com DM. O tratamento do
diabetes baseia-se com frequéncia nos niveis de HbAlc (PEREIRINHA, 2011).

As recomendac0es atuais s&o as seguintes:

. Diabetes: HbA1c = 6,5% a ser confirmada em outra coleta. Dispensavel
em caso de sintomas ou glicemia = 200 mg/dL

. Individuos com alto risco para o desenvolvimento de diabetes: HbAlc
entre 5,7 e 6,4%.

1.1.2 Complicagbes

As pessoas que convivem com DM durante longo periodo de tempo tém
maior risco de sofrer complicacdes, resultando em altos niveis de morbidade
(OECD, 2015) e mortalidade, ja que o risco global de morte em pacientes
diabéticos é pelo menos o dobro do risco de morte de pacientes ndo diabéticos
(ROGLIC et al., 2005). As complicagbes do DM afetam tanto individuo como
seus familiares e a sociedade, gerando grande impacto na vida destas pessoas
(SBD, 2015).

O DM aumenta o risco de doencas cardiovasculares (OECD, 2015),
assim como aumenta o risco de Ulceras, infec¢des e eventuais amputacdes dos
membros devido a neuropatia (WHO, 2011). Outras complicacbes do DM sao
retinopatia e insuficiéncia renal (WHO, 2012), que séo considerados problemas
de saude pdublica, devido a elevada prevaléncia da doenca na nossa
sociedade, gerando um alto impacto social e econdmico. O controle glicémico

diminui a probabilidade de complicacdes, mas a metade da populacdo com
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diabetes ndo mantém valores glicémicos recomendados (WHO, 2016). A
hiperglicemia crénica € o principal fator desencadeador das complicacdes do
DM, sendo comum o desenvolvimento das macroangiopatias, que
comprometem as artérias coronarianas, dos membros inferiores e as cerebrais.
As microangiopatias afetam a retina ocular, o glomérulo renal e os nervos

periféricos.

A complicacdo mais prevalente do diabetes € a neuropatia diabética
periférica (NDP), cuja gravidade aumenta com a evolugéo temporal da doenca.
A NDP ocasiona morbidade e mortalidade, piora a qualidade de vida por
incapacitacdo e diminuicdo de sobrevida (SBD, 2015). A forma mais frequente
€ a polineuropatia distal simétrica (PNDS), que acomete cerca de 90% dos
pacientes e que se define como polineuropatia simétrica motora/sensitiva
dependente de comprimento (TESFAYE et al., 2013a). A PNDS afeta nervos
periféricos, especialmente pernas e pés (TESFAYE et al., 2010), é
caracterizada pela perda progressiva e centripeta das fibras nervosas motoras
e sensoriais (TESFAYE et al., 2013a) e frequentemente manifesta-se como dor
neuropatica (SUGIMOTO et al, 2000). Estudos demonstram que a
hiperglicemia é um fator de risco para NDP (HINDER et al.,, 2012) mas os

mecanismos envolvidos ndo estdo completamente esclarecidos.

Dentre os eventos que ocorrem ja esta reportada a hiperatividade da via
dos poliois, associada a hiperglicemia resultante da falta de insulina ou a sua
resisténcia. Nesta via a enzima aldose redutase catalisa a formacéao de sorbitol
a partir da glicose (reacdo passo limitante) incluindo a oxidacdo da
nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato reduzida (NADPH) para sua forma
oxidadada (NADP"). Consequentemente o sorbitol é oxidado para frutose pela
acdo da enzima sorbitol desidrogenase, juntamente com a reducdo de
nicotinamida adenina dinucleotideo (NAD") para NADH. Esta bem esclarecido
de que durante o estado hiperglicémico existe uma maior afinidade da enzima
aldose redutase pela glicose, gerando estresse osmético intracelular pelo
acumulo de sorbitol, uma vez que o0 mesmo nao atravessa a membrana celular
(BAYNES e THORPE, 1999; SHEETZ e KING, 2002; OATES, 2008).

Entretanto, o aumento na troca dos cofatores NADPH e NAD" é o principal fator
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envolvido nas alteracbes bioquimicas e celulares que contribuem para as
alteracdes do DM, produzindo uma diminuicdo e regeneracdo de glutationa,
assim como a um aumento de produtos finais de glicacdo avancada,
diacilglicerol e proteina quinase C (PKC). A deplecéo de glutationa poderia ser
a causa primaria de estresse oxidativo e estar relacionada com o acumulo de

espécies reativas de oxigénio (OATES, 2008).

O estresse oxidativo também pode ser produzido pela autooxidagdo da
glicose e seus metabdlitos, pelo aumento intracelular dos produtos finais de
glicagcdo avancada e aumento da expressao/ativacdo dos seus receptores,
alterando a funcdo mitocondrial, ativando a PKC e produzindo uma maior
ativacdo via da hexosamina (BAYNES e THORPE, 1999; BROWNLEE, 2001;
GIACCO e BROWNLEE, 2010). Ademais, o estresse oxidativo parece estar
relacionado com o aumento da producdo de radicais livres resultantes do
metabolismo da glicose e espécies reativas de oxigénio (OBROSOVA et al.,
2005; DREL et al., 2007; VARENIUK et al., 2007).

Inicialmente os pacientes com NDP, devido aos danos produzidos nos
nervos periféricos, apresentam sinais e sintomas positivos tais como dor
espontanea ou evocada, que indicam a tentativa de recuperacdo dos danos
produzidos nas fibras (FUCHS et al., 2010). Posteriormente 0s pacientes
deixam de sentir dor e passam a apresentar sinais e sintomas negativos,
caracterizados pela perda de sensibilidade a estimulos térmicos e mecanicos,
com aumento do risco de lesdes e consequentemente amputacoes
(YAGIHASHI et al., 2007).

1.2 DOR NEUROPATICA DIABETICA

A dor neuropatica diabética (DND) refere-se a dor relacionada com a
NDP, e acomete cerca de 30% destes pacientes (TESFAYE e SELVARAJAH,
2012). E considerada a causa de morbidade com maior impacto na capacidade
de funcionamento normal, tanto mental quanto fisico, diminuindo a qualidade
de vida dos pacientes (HAANPAA, et al., 2013). As principais manifestagdes

clinicas sdo dorméncia ou queimacdo em membros inferiores, formigamento,
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pontadas, choques, agulhadas em pernas e pés, desconforto ou dor ao toque
de lencdis e cobertores, assim como queixas de diminuicdo ou perda de

sensibilidade tatil, térmica ou dolorosa (SBD, 2015).

A dor pode ser apresentada de forma espontanea ou evocada
(SELVARAJAH et al., 2011). A dor evocada manifesta-se geralmente como
alodinia ou hiperalgesia. A alodinia caracteriza-se por dor a um estimulo in6cuo
(SELVARAJAH et al.,, 2011), enquanto que a hiperalgesia é definida pelo
aumento da sensibilidade a estimulos normalmente dolorosos (SUN et al.,
2012). A intensidade da dor aumenta progressivamente durante o dia

alcancando a intensidade maxima na hora de dormir (HAANPAA, et al., 2013).

Os mecanismos da DND ainda nao estdo totalmente elucidados,
consequentemente, o tratamento deste tipo de dor € geralmente insatisfatorio
(TESFAYE et al., 2013b).

1.2.1 Tratamento

A recomendagao internacional para o tratamento da DND baseia-se
principalmente em evidéncias clinicas e indica o uso de antidepressivos
triciclicos, inibidores da recaptacédo de serotonina-noradrenalina e ligantes a26
dos canais de calcio dependentes de voltagem como primeira linha de
tratamento. Duloxetina e pregabalina sdo os medicamentos de escolha dentre
os inibidores da receptacdo de serotonina-noradrenalina e ligantes a26,
respectivamente, os quais podem ser associados com analgésicos opioides
(TESFAYE e SELVARAJAH, 2012).

Apesar dessas abordagens terapéuticas, um numero muito baixo de
pacientes apresenta melhora significativa da dor (TESFAYE et al., 2013b;
ROSENBERG e WATSON, 2015). O tratamento com duloxetina ou pregabalina
produz uma melhora significativa da dor em cerca de 40% destes pacientes
(PRITCHETT et al., 2007; WIFFEN et al., 2008).
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1.3 DOR OROFACIAL

Evidéncias clinicas mostram que pacientes diabéticos apresentam maior
incidéncia de dor orofacial (ARAP et al., 2010) e que pessoas com DM
vivenciam sensacdes dolorosas na regido orofacial mais intensamente que
pessoas ndo diabéticas com dor orofacial (RAHIM-WILLIAMS et al., 2010).
Além disso, estudos pré-clinicos, inclusive do nosso grupo mostraram que 0s
ratos diabéticos apresentam hiperalgesia térmica persistente na regiao
orofacial (RODELLA et al., 2000; NONES et al., 2013; XIE et al., 2015).

A regido da cabeca e pescoco esta inervada pelo nervo trigémeo ou V
par craniano, que apresenta funcao principalmente sensitiva e estd composto
por trés ramificacbes: oftalmica, maxilar e mandibular (WAITE e ASHWELL,
2004). O ramo oftalmico é unicamente sensitivo e inerva a porcao frontal do
cranio, orbita ocular, mucosas sinusais e cavidade nasal. O ramo maxilar,
também sensitivo, inerva o labio superior, porcdes laterais do nariz, parte da
cavidade oral, mucosa da cavidade nasal, maxilar superior, palato e arcada
dental superior. O ramo mandibular inerva o labio inferior, bochechas, queixo,
arcada dental inferior, gengiva, mucosa do maxilar inferior, assoalho da boca e
os dois tercos anteriores da lingua (WAITE e ASHWELL, 2004). Este ultimo
ramo do nervo trigémeo tem atividade sensitiva e motora, inervando o0s

musculos responséaveis pela mastigacdo (FRIED et al., 2001).

A morfologia pseudounipolar dos neurdnios aferentes primarios
integrantes do nervo trigémeo corresponde a um Unico axénio que se divide em
um ramo periférico e um ramo central (THALAKOTI et al., 2007) com 0s corpos
celulares das fibras motoras localizados no tronco cerebral e os corpos
celulares da maioria das fibras sensoriais, no ganglio trigeminal (TG) também
chamado ganglio semilunar ou ganglio de Gasser (SESSLE, 2000; DAVIES et
al., 2010).

Os ramos periféricos do trigémeo sao compostos por trés tipos de fibras:
Aa/AB, Ad e C, que sao responsaveis pela deteccdo de estimulos indcuos ou
nocivos. As fibras Aa/AB sao fibras de grande calibre, altamente mielinizadas,
com elevada velocidade de conducdo (40-120 m/s). As fibras Ad possuem

calibre e velocidade de conducao intermediarios (5-35 m/s), enquanto que as
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fibras n&o mielinizadas ou fibras C, sdo de pequeno calibre e apresentam baixa
velocidade de conducéo (0,5-2 m/s). As fibras AP sdo responsivas a estimulos
indécuos ou proprioceptivos, enquanto que as fibras Ad e C (nociceptores)
apresentam terminagfes livres e sdo responsivas a estimulos nocivos
(DUBNER e BENNETT, 1983).

Os neurdnios periféricos adentram o tronco cerebral ao nivel da ponte,
projetando-se para um complexo de nucleos sensoriais do trigémeo (SESSLE,
2006), subdividido em nucleo sensorial principal, nicleo mesencefalico e
nacleo do trato espinhal. O nucleo sensorial principal transmite os impulsos
proprioceptivos da cavidade orofacial. No nucleo mesencefalico se localizam os
corpos celulares dos neurbnios dos ramos motores. Estes neurbnios se
projetam para o nucleo motor ativando neurdnios envolvidos na fungcdo do
reflexo craniofacial. O ndcleo do trato espinhal se subdivide em trés
subndcleos: oralis, interpolaris e caudalis (SESSLE, 2000).

O subnucleo caudalis, também chamado corno dorsal bulbar devido a
sua semelhanca com o corno dorsal da medula espinhal, € uma das estruturas
do tronco encefédlico de grande importancia para o processo nociceptivo
orofacial, devido a sua peculiaridade anatémica e neuronal e por apresentar
grande concentracdo de mediadores quimicos (como substancia P e
glutamato) e receptores relacionados com a transmissdo nociceptiva, bem
como mediadores quimicos, como 5-hidroxitriptamina (5-HT), encefalina e
acido gama-aminobutirico (GABA), envolvidos na modulacdo da dor (SESSLE
et al., 2005). Este subnucleo é o Unico com divisdo laminar, assim como a
medula espinhal. Sua principal funcdo € o processamento da maioria das
informacBes nocivas provenientes das regides orofaciais, que ocorrem nhas
projegcbes da maioria das fibras Ad e C, responsaveis pela conducdo de
estimulos nociceptivos (SESSLE, 2000; 2006). Os neurbnios aferentes
primarios fazem sinapse neste nivel com o0s neurbnios secundarios
transmitindo a informacdo nociceptiva ao tadlamo e através de neurdnios

terciarios ao cortex somatossensorial onde sera processada (SESSLE, 2000).

Existem diferentes tipos de neurbnios de segunda ordem, presentes no

nacleo do trato espinhal como os nociceptivos especificos (NS), os de ampla
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faixa dinamica (WDR) e os receptores mecanicos de baixo limiar (LTM). Os
primeiros sao ativados exclusivamente por estimulos nocivos, ao contrario dos
altimos, que respondem somente a estimulagdo tactil inocua. Entretanto, os
neurénios WDR sao ativados por estimulos desde in6cuos até nocivos (para
revisdo ver SESSLE et al., 2005). ApO0s serem ativados, 0s neurdnios de
segunda ordem transmitem as informacdes nociceptivas para diferentes
regides do tdlamo (SESSLE, 2006). O tdlamo € uma das principais estruturas
centrais envolvidas na conducao dos estimulos nociceptivos, e a partir dele,
neurdnios de terceira ordem projetam-se para o cortex cerebral resultando no
processamento dos aspectos cognitivos e afetivos da dor (JULIUS e
BASBAUM, 2001).

Dada a importancia de diminuir o sofrimento e melhorar a qualidade de
vida dos pacientes diabéticos torna-se necesséaria a utilizacdo de modelos
animais para o estudo dos mecanismos responsaveis pela instauracdo da dor
cronica induzida pelo diabetes. A organizacdo do sistema sensorial trigeminal €
muito semelhante entre seres humanos e roedores (BENOLIEL e ELIAV, 2008;
Figura 1), o que permite a utilizacdo de modelos de diabetes em ratos para
avaliar o impacto dessa alteracdo metabdlica no processamento nociceptivo

trigeminal.

FIGURA 1 - O SISTEMA TRIGEMINAL DE SERES HUMANOS E ROEDORES (1) Divisao
oftalmica, (2) Divisdo maxilar, (3) Divisdo mandibular, (4) Nervo oftalmico, (5) Nervo maxilar, (6)
Nervo mandibular, (7) Ganglio trigeminal, (8) Nicleo mesencefédlico, (9) Nucleo sensorial
principal e (10) Ndcleo do trato espinhal. Adaptado de THE CRANIAL NERVES (Organization
of the Central Nervous System) PART 3 (A), e (KIM et al., 2014) (B).
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1.4 ESTREPTOZOTOCINA COMO MODELO EXPERIMENTAL DE
DIABETES
A STZ é a droga classica utilizada para a inducdo do diabetes
experimental em roedores. A STZ é obtida de colénias de Streptomyces
achromogenes e inicialmente foi caracterizada como um antimicrobiano de
largo espectro (REUSSER, 1971; DELFINO et al., 2002; ALI et al., 2012).

A administracéo sistémica de STZ é capaz de induzir diabetes mediante
a sua capacidade de destruicdo das células beta-pancreaticas (DELFINO et al.,
2002) e consequente reducao do conteudo de insulina (até 95%) nestas células
(JUNOD et al.,, 1969), mimetizando assim, o quadro de DM tipo 1. A
especificidade na lesdo das células beta-pancreaticas deve-se a similaridade
estrutural entre a STZ e a glicose, permitindo seu transporte para o interior da
célula beta-pancreética por moléculas transportadoras especificas de glicose
(GLUT2) (DELFINO et al., 2002). E importante ressaltar que estas moléculas
GLUT2 também se encontram no figado e rins, podendo ser responsaveis por
efeitos colaterais produzidos pela administracdo de STZ, como tumores nesses
orgaos (ALl et al., 2012).

A injecdo sistémica de STZ produz hiperglicemia persistente em
roedores (THULESEN et al., 1997; DELFINO et al., 2002), sendo amplamente
utilizada como modelo de diabetes experimental devido a capacidade de
reproduzir caracteristicas do DM como a hiperglicemia, a polidria (GOYARY e
SHARMA, 2010), a reducdo da velocidade de conducdo motora e sensorial
(KALICHMAN et al., 1998), a hiperalgesia e a alodinia (YAMAMOTO et al.,
2009; SUN et al.,, 2012). Existem evidéncias que roedores com diabetes
induzido por STZ desenvolvem hiperalgesia na pata, a estimulos térmicos
(CHRISTOPH et al., 2010; BISHNOI et al.,, 2011; CASTANY et al., 2016),
mecanicos (CUNHA et al., 2009; BISHNOI et al., 2011; CASTANY et al., 2016)
e quimicos (CUNHA et al., 2009; PABREJA et al., 2011). Entretanto na regiédo
orofacial unicamente foi demostrada hiperalgesia térmica (RODELLA et al.,
2000; NONES et al., 2013; XIE et al., 2015), sem altera¢cfes no limiar mecéanico

nem nas respostas induzidas pela formalina (NONES et al., 2013), o que
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sugere certas diferencas sensoriais entre o0 sistema trigeminal e o sistema

espinhal.

Com relacdo a hiperalgesia térmica, o principal transdutor de calor
nocivo € o receptor de potencial transitério vanildide tipo 1 (TRPV1) e
evidéncias demonstram sua participacdo na hiperalgesia ao calor na pata de
animais com diabetes induzido por STZ, (PABBIDI et al., 2008b; BISHNOI et
al., 2011). O aumento dos niveis de fosforilacdo, assim como o aumento na
expresséo destes receptores foi encontrado em neurdnios do ganglio da raiz
dorsal (DRG) de ratos diabéticos (HONG e WILEY, 2005). Por outro lado, de
acordo com alguns autores, a STZ tem uma acdo direta em neurdnios
modulando a expressdo do receptor TRPV1, independentemente da sua
capacidade de induzir hiperglicemia (PABBIDI et al., 2008a; BISHNOI et al.,
2011). A STZ induz aumento na expresséao de receptores TRPV1 no DRG e no
corno dorsal da medula, e em ambos o0s locais parece participar no
desenvolvimento da hiperalgesia ao calor (PABBIDI et al., 2008a; BISHNOI et
al., 2011).

1.5 RECEPTORES DE POTENCIAL TRANSITORIO VANILOIDE TIPO 1

(TRPV1)

A familia de receptores de potencial transitorio (TRP) constitui a maior
classe de canais ibnicos que detectam estimulos nocivos em neurdnios. Os
membros desta superfamilia sdo canais de céations ndo seletivos, permeaveis
principalmente ao Ca?*, que atuam como transdutores iniciais de diferentes
estimulos nocivos. Os 28 membros desta superfamilia estdo distribuidos em
seis subfamilias em mamiferos: canonical (TRPC), vaniléide (TRPV), anquirina
(TRPA), melastatina (TRPM), policistina (TRPP) e mucolipina (TRPML)
(VENKATACHALAM e MONTELL, 2007; LOESER e TREEDE, 2008). A
participagcdo dos canais TRP na dor e na inflamacéo neurogénica esta bem
estabelecida (BEVAN e ANDERSSON, 2009; STUCKY et al., 2009;
FERNANDES et al., 2011), e inumeros estudos mostram que esses canais
participam da transmissdo nervosa sensorial, tanto a nivel central como
periférico (FERNANDES et al., 2012).



26

O receptor TRPV1 é um canal catidnico ndo-seletivo ativado por ligante
com uma permeabilidade nove vezes superior para fons Ca®* em relacdo aos
jons Na" (TOMINAGA et al., 1998; HOLZER, 2008). E um integrador de uma
grande variedade de estimulos fisicos e quimicos exégenos e endbgenos,
incluindo a capsaicina, calor nocivo (>43°C), e protons (pH<6,5) (CATERINA et
al.,, 1997; TOMINAGA et al, 1998). Assim, 0 mesmo participa no
desenvolvimento da sensacdo de ardéncia e/ou dor associada com a
exposicdo aguda ao calor ou a capsaicina, e com a inflamacado em tecidos
periféricos (CATERINA et al., 1997; JUNG et al., 2004). Além disso, tem um
importante papel em algumas condi¢des de dor crébnica como dor neuropatica,
osteoartrite, cancer, doenca inflamatoéria intestinal e enxaqueca (SZALLASI et
al., 2007; DUX et al., 2012). Seu papel no sistema nervoso central (SNC) é
conhecido por envolver processamento e modulacdo da dor, neurogénese (JIN
et al., 2004) e termorregulacdo (JANCSO-GABOR et al., 1970; ALAWI et al.,
2015).

1.5.1 Estrutura molecular

A clonagem do TRPV1 permitiu determinar sua estrutura molecular e
entender a nivel molecular como 0s neurbnios sensitivos detectam as
alteracdes na temperatura (CATERINA et al., 1997; CLAPHAM et al., 2001,
MONTELL, 2001; VENKATACHALAM e MONTELL, 2007). Como ilustrado na
figura 2, o receptor TRPV1, € um canal ibnico de membrana plasmaética,
formado pela unido de quatro subunidades que formam um poro central
(KEDEI et al., 2001; HOENDERORP et al., 2003). Cada uma das subunidades
contém seis dominios transmembranas e dois terminais citosélicos em cada
extremidade da molécula. O amino-terminal apresenta dominios anquirina os
quais contribuem para a funcdo do canal (JUNG et al, 2002) e estdo
envolvidos nas interacdes entre as proteinas do receptor com as proteinas
intracelulares, modulando assim, as funcées das mesmas (MORENILLA-
PALAO et al., 2004). O receptor também exibe o dominio carboxila-terminal
que contém fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP2), dominios de ligacdo a
calmodulina (CaM) e um dominio TRP (RAMSEY et al., 2006), importante para
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a tetramerizacdo das subunidades, deteccdo de temperatura e modulacéo da
abertura do canal (CLAPHAM, 2003; VLACHOVA et al., 2003; GARCIA-SANZ
et al., 2004; BRAUCHI et al., 2006; GARCIA-SANZ et al., 2007). O dominio
TRP no TRPV1 serve como determinante molecular da tetramerizacdo da
subunidade para formar um canal funcional (GARCIA-SANZ et al., 2004). Um
segmento (6-mer) no nucleo do dominio TRP, referido como a caixa TRP, é
altamente conservado entre a familia de canais TRP e tem sido implicado no
acoplamento alostérico de sensores de estimulos e a abertura do poro
(VALENTE et al., 2008). O poro do canal situa-se entre os dominios cinco e
seis, e quando aberto permite a entrada nao seletiva de cations, principalmente
Ca?" e em menor proporcdo Na* (CATERINA et al., 1997; MONTELL, 2005;
RAMSEY et al., 2006).

FIGURA 2 - ESTRUTURA MOLECULAR DO RECEPTOR TRPV1.

Caracteriza-se pela presenga de 6 dominios transmembrana, entre 0 S5 e o S6 forma-se o
poro do canal, e possue dominios carboxila- e amino-terminais intracelulares em cada
extremidade da molécula. Na figura estao representados os sitios de ligagdo para capsaicina e
de ativacdo por protons (H"). Na regido N-terminal contém dominios de anquirina (A), e na
regido C-terminal apresenta sitios de ligacdo para calmodulina (CaM) e fosfatidilinositol 4,5-
bifosfato (PIP2), assim como o dominio tipo TRP, uma regido no C-terminal adjacente ao
portéo interno do receptor que é essencial para a tetramerizagao das subunidades e a abertura
do canal (Caixa TRP). Adaptado de CATERINA et al., 1997.

1.5.2 Ativagao do receptor TRPV1

Os agonistas enddgenos dos receptores TRPV1 incluem os
endovanildides como a anandamida, que também ativa receptores
cannabindides (ZYGMUNT et al.,, 1999), a N-araquidonoildopamina (NADA)
(HARRISON et al., 2003) ou os produtos derivados da lipoxigenase (HWANG
et al.,, 2000), principalmente o &cido hidroxiperoxieicosatetraenoico (12-
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HPETE). Também pode ser ativado endogenamente por calor nocivo (>43°C) e
acidose (pH<6,5) (STAROWICZ et al.,, 2007), assim como por moléculas
exdgenas como a capsaina e resiniferatoxina (TOMINAGA e TOMINAGA,
2005). Recentemente, tem sido demonstrado que determinados componentes
presentes em substancias naturais como a canfora (XU et al., 2005) e a alicina
(MACPHERSON et al., 2005) também ativam os receptores TRPV1, assim
como o 6xido nitrico (YOSHIDA et al., 2006) ou peptideos provenientes do
veneno de tarantula (SIEMENS et al.,, 2006). Assim como foi visto que
processos inflamatorios induzem o aumento de agonistas enddgenos de
TRPV1 como os metabdlitos oxidativos do &cido linoleico (OLAMS) e do acido
araquidénico (OAAMSs), principalmente pela oxida¢do de acidos graxos 6mega-
6 (HARGREAVES e RUPAREL, 2016). Ademais, determinados cations

extracelulares podem modular sua atividade (AHERN et al., 2005).

A capsaicina é uma substancia que se encontra nas plantas do género
Capsicum (pimenta vermelha), capaz de ativar seletivamente o receptor
TRPV1, motivo pelo qual se associa ao nome do receptor. A resiniferatoxina
(RTX) € um andlogo da capsaicina, isolada da planta Euphorbia resinifera, que
inicialmente foi caracterizada esperando ter uma atividade promotora de tumor,
mas estudos comprovaram ter uma relagdo estrutura-atividade semelhante a
capsaicina (SZALLASI e BLUMBERG, 1990). Assim como a capsaicina, a RTX
apresenta um grupamento homovanilico que permite sua ligacdo especifica no
receptor TRPV1 entre os dominios 2 e 3 intracelularmente, porém a capsaicina
apresenta uma conformacdo de amina, enquanto que a RTX de éster
(SZALLASI e BLUMBERG, 1990). Devido a essas semelhancas estruturais
ambas apresentam praticamente os mesmos efeitos. Entretanto a RTX tem um
efeito agonista TRPV1 dez vezes mais potente, o que faz desta molécula uma
ferramenta Gtil no estudo farmacoldgico da ativagdo do TRPV1 (MAGGI et al.,
1990; SZALLASI, 1994).
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1.5.3 Papel dos receptores TRPV1 na hiperalgesia térmica

Existem inimeras evidéncias de que receptores TRPV1 presentes nas
terminacdes nervosas periféricas dos neurdnios sensoriais contribuem para a
hiperalgesia térmica em modelos experimentais de dor (JI et al., 2002;
CHRISTOPH et al., 2006; KANAI et al., 2007; MALEK et al., 2015; SALAT e
FILIPEK, 2015). Alguns estudos também demonstraram a contribuicdo de
receptores TRPVL1 periféricos na hiperalgesia térmica em modelo de diabetes
induzida por STZ em ratos (HONG e WILEY, 2005; PABBIDI et al., 2008b;
BISHNOI et al., 2011).

Além disso, os receptores TRPV1 também sdo encontrados em
projecdes centrais de neurdnios sensoriais da medula espinhal, onde parecem
facilitar a transmissdo nociceptiva para neurdnios de segunda ordem
(SPICAROVA e PALECEK, 2008) e sugere-se que sua expressdo aumentada
na medula espinhal contribua para a sensibilizagdo central em modelo de dor
neuropatica diabética induzida por STZ (BISHNOI et al., 2011).

Os receptores TRPV1 também estdo presentes no sistema trigeminal,
inclusive nos ramos periféricos, TG e Sp5C de roedores (BAE et al., 2004,
KARAI et al., 2004; ROBERTS et al., 2004; HAN et al., 2009; CHICHORRO et
al.,, 2010; PARK, 2015). Recentemente, a expressdo dos mesmos foi
caracterizada no sistema trigeminal humano, principalmente em neurénios de
pequeno e médio diametro do TG e na lamina superficial do Sp5C (QUARTU et
al.,, 2016). Além disso, alguns estudos reportaram a participacdo dos
receptores TRPV1 em diferentes modelos de dor orofacial. A maior parte
desses estudos mostrou um aumento na expressao dos receptores TRPV1 em
neurdnios do TG relacionadas com o desenvolvimento de alteracdes sensoriais
na face (BIGGS et al., 2007; KIM et al., 2008; CHUNG et al., 2011; QIAO et al.,
2015; URATA et al., 2015; GAO et al., 2016).

Apesar destas evidéncias, a participagdo assim como as alteracdes na
expressao dos receptores TRPV1 na hiperalgesia térmica orofacial no modelo
experimental da STZ ainda n&o foram investigadas.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral deste trabalho foi avaliar a correlacdo da hiperglicemia
com o desenvolvimento da hiperalgesia orofacial ao calor e a contribuicdo de
receptores TRPV1 periféricos e centrais para o desenvolvimento da

hiperalgesia orofacial ao calor em modelo de diabetes.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Avaliar a correlagdo do desenvolvimento da hiperalgesia térmica
orofacial com a glicemia no modelo de diabetes induzido por STZ;

. Determinar as doses de antagonista necessarias para bloquear os
receptores TRPV1 em animais naive para utilizacdo do mesmo protocolo em
animais diabéticos.

. Investigar a contribuicdo de receptores TRPV1 presentes nas
terminacdes periféricas dos neurbnios sensoriais para a hiperalgesia orofacial
ao calor em animais diabéticos;

. Investigar a contribuicdo dos receptores TRPV1 presentes no ganglio do
trigémeo para a hiperalgesia térmica orofacial em animais diabéticos;

. Investigar o papel dos receptores TRPV1 centrais, expressos ho
subnucleo caudalis, na hiperalgesia térmica orofacial em animais diabéticos;

. Avaliar alteracbes na expressao de receptores TRPV1 em neurbnios
sensoriais periféricos, no ganglio do trigeméo e subnudcleo caudalis em animais
diabéticos comparados com animais naive.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 MATERIAIS
3.1.1. Animais

Para este estudo foram utilizados ratos Rattus norvegicus variedade
Wistar machos, pesando entre 180 g e 220 g provenientes do Biotério do Setor
de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal do Parana. Os experimentos
comecaram apos dois dias de previa ambientacdo dos animais no biotério do

laboratorio.

Os animais foram mantidos em condi¢cdes controladas de temperatura
(entre 21 + 1 °C) e luminosidade (ciclo claro/escuro de 12 horas) com livre
acesso a ragdo e agua, sendo que os ratos diabéticos tiveram a maravalha
trocada todos os dias e foram mantidos em nimero maximo de quatro animais

por caixa.

Todos os protocolos utilizados neste estudo foram aprovados pelo
Comité de Etica para o Uso de Animais do Setor de Ciéncias Biologicas da
Universidade Federal do Parana (CEUA/BIO — UFPR; aprovacao n° 916) e
estdo de acordo com as diretrizes Brasileiras do CONCEA (Conselho Nacional

de Controle de Experimentacdo Animal).

3.1.2. Drogas e solugdes

Para inducdo do diabetes experimental foi utilizada STZ (administrada
por via i.p. na dose de 60 mg/Kg), adquirida da Santa Cruz Biotechnology,
dissolvida em tampdo citrato de sédio (CB) adquirido da Sigma-Aldrich e
preprarado em solucdo de 10 mM e pH 4,5. Como antagonista do receptor
TRPV1 foi utilizado capsazepina (CPZ), adquirida da Sigma-Aldrich, USA e
dissolvida em etanol absoluto e subsequentemente em salina, nas
concentracfes de 30 pg/50 pL para administracdo no labio e de 10 pg/10 pL
para administracdo no TG e no Sp5C. Os agonistas TRPV1 utilizados foram
capsaicina (CAPS - 3 pg/50 pL; administrada no labio superior) obtida da
Sigma-Aldrich, USA, sendo reconstituida em 10% de Tween 80 e 10% de
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etanol em salina, e resiniferatoxina (RTX - 200 ng/10 uL; intraganglionar) obtida
da Sigma-Aldrich, USA e diluida em uma solucédo de 1% de etanol em salina.
Os protocolos experimentais e as doses utilizadas foram baseados em estudos
prévios e experimentos piloto em nosso laboratério (NEUBERT et al., 2005;
GARCIA et al., 2009; KOPRUSZINSKI et al., 2015).

3.2. METODOS

3.2.1. Inducéo do diabetes experimental

A inducdo do diabetes foi realizada mediante uma injecéo Unica i.p. de
STZ (60 mg/Kg) em ratos submetidos previamente a jejum de 12 horas e que
prolongou-se mais 2 horas apoés a injecao para otimizar o efeito farmacolégico
da STZ. O estado hiperglicémico dos animais foi confirmado apés 72 horas, por
meio de amostras de aproximadamente 5 yL de sangue da veia caudal. A gota
de sangue foi colocada em fitas teste impregnadas de glicose oxidase (Accu-
Check Active™, Roche) e inseridas em glicosimetro. O animal foi considerado
diabético e mantido no estudo quando a glicemia foi igual ou superior a 250
mg/dL, inclusive no final do experimento. Todos o0s animais foram pesados
antes do tratamento e semanalmente até o término dos experimentos a fim de
avaliar as diferencas no ganho de peso entre os animais dos grupos

normoglicémico e diabético.

3.2.2 Determinacédo dos niveis de HbAlc e ganho de peso

ApoOs administracdo da STZ ou CB o0s animais foram tratados
diariamente com insulina NPH (6 Ul/dia) ou veiculo, e pesados semanalmente
para determinar o ganho de peso. ApoOs quatro semanas da inducdo do
diabetes, os animais diabéticos e normoglicEémicos foram decapitados sob
anestesia inalatéria (halotano 4%) e coletado o sangue total para determinagéo
dos niveis de HbAlc plasmatica. A quantificacdo dos niveis de HbAlc
plasmatica foi determinada utilizando o teste Glicohemoglobina HbA1 ao final

do experimento, realizado no laboratério do hospital veterinario da UFPR.
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3.2.3 Microinjecéo intraganglionar

A injecdo direta no TG foi realizada seguindo procedimentos
previamente definidos por NEUBERT et al., (2005) com algumas modificacfes
e apos treinamento com corante para identificar o local injetado. Cada animal
foi previamente anestesiado (halotano 4% por via inalatoria) e rapidamente
uma agulha gengival longa (27-gauge 0,4 x 30 mm; Injex®) conectada por um
cateter a uma seringa Hamilton foi posicionada em um angulo de cerca de 10°
da linha média da cabeca do rato. A agulha foi introduzida através do forame
infraorbital em direcdo ao forame rotundo até que a contragdo do musculo
masseter ipsilateral fosse percebida. Apds injecdo do volume de 10 pL tanto
para administracdo de CPZ como de RTX, ou seus respectivos veiculos, a
agulha foi suavemente removida. Os animais foram monitorados por cerca de
um minuto, até sua recuperacdo da anestesia, e por mais alguns minutos para
avaliacdo de possiveis danos teciduais na pele ao redor do sitio de injecdo. Foi
realizada eutanasia imediata (com halotano por via inalatéria) dos animais que

apresentaram lesdes cutaneas no local de injecdo ou préximo a ele.

3.2.4 Extravasamento plasmatico

Apos 2 dias da deplecéo de fibras C mediante a administracdo de RTX
no TG (200 ng/10 pL), conforme descrito no item anterior, foi realizado o
extravasamento plasmatico para confirmar a injecao intraganglionar, seguindo
o protocolo descrito por KARAI e colaboradores (2004). Os animais foram
anestesiados com uma solucdo de xilazina e cetamina (10 e 90 mg/Kg
respectivamente) por via intraperitoneal e seguidamente foi administrada uma
solucdo de azul de Evans (30 mg/Kg) na veia peniana. Posteriormente, 0s
mesmos receberam 400 L de uma solucao de capsaicina (5% em acetona) na
face e ap6s 15 minutos foi coletada a pele do lado direito e esquerdo da face

para analise quantitativa de absorbancia.

3.2.5 Injecdo subaracnoidea medular

Para bloqueio dos receptores TRPV1 centrais foi seguido o
procedimento de FISCHER et al. (2005) ap0s treinamento com corante para
identificar o local injetado. Inicialmente, a regido da injecao foi tricotomizada e

ap0s anestesia por via inalatoria (halotano 4%), uma agulha hipodérmica
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conectada por um cateter a uma seringa Hamilton foi introduzida em cada
animal entre o 0sso occipital e a C1 e levemente inclinada na direcdo do cranio.
ApOs administragdo do antagonista TRPV1 a agulha foi lentamente removida e
os animais foram monitorados por cerca de um minuto, até sua recuperacao da
da anestesia, e por mais alguns minutos para avaliacdo de alteracfes
comportamentais imediatas. Os animais com comprometimento motor foram

descartados dos experimentos.

3.2.6 Avaliacdo da hiperalgesia ao calor

Os animais foram contidos pela mao do experimentador e com a outra
mao foi posicionada uma fonte de calor de aproximadamente 50°C a cerca de 1
cm da area de insercdo das vibrissas, do lado direito da face. Em seguida, foi
registrado o tempo para que cada animal exibisse reacfes de afastar
vigorosamente a cabeca da fonte de calor ou apresentar movimentos rapidos e
consecutivos das vibrissas (CHICHORRO et al., 2009). Foi estipulado um

tempo de corte de 20 segundos para evitar danos teciduais.

3.2.7 Avaliacdo da expressao de receptores TRPV1

Ratos diabéticos de quatro semanas e ratos naive foram decapitados
sob anestesia inalatéria profunda (halotano 4%) para retirada da porcéo
periférica final do nervo infraorbital (ION), do TG e do Sp5C e determinagdo os
niveis de expressdo dos receptores TRPV1 por Western Blot. As amostras
foram coletadas ap6s confirmacéo do desenvolvimento de hiperalgesia térmica
nos animais diabéticos, congeladas em gelo seco e armazendas em freezer -
70°C. As amostras mantidas em gelo foram homogenizadas durante 2 minutos
em tampdo RIPA contendo fenilmetanosulfonilfluoride (PMSF; 2 mM),
ortovanadato de sodio (SO; 1 mM) e um coquetel de inibidores de proteases
(1:100; Santa Cruz, Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA, USA). Em seguida, os
tecidos foram centrifugados durante 6 minutos a 12.000 rpm e 4 °C e a fracéo
sobranadante foi utilizada para dosagem de proteinas pelo método de Bradford
(Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Foram utilizados 30 ug de proteina adicionadas
ao tampao Laemmli durante 10 minutos. A separagdo por eletroforese foi
realizada em géis de acrilamida a 12%. As proteinas foram transferidas para
uma membrana de nitrocelulose (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) por eletroforese
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utilizando corrente continua de 300 mA durante 120 minutos. Posteriormente a
membrana foi incubada com TBS (0,1%)- Tween 20 (TBST, pH 7.4) contendo
leite desnatado (5%), durante uma hora para bloquear os sitios de ligacdo
inespecifica, e em seguida foram lavadas cinco vezes durante 5 minutos com
10 mL de TBST. Posteriormente as membranas foram incubadas overnight a
4°C com o anticorpo primario de coelho anti- TRPV1 (Sigma, St. Louis, MO). O
anticorpo secundario (anti-lgG de coelho conjugado com HRP) foi diluido em
tampao TBST contendo 5% de leite desnatado, no qual a membrana foi
incubada durante 1 hora sob agitacdo. As bandas foram visualizadas por
aumento da quimioluminescéncia, utilizando o sistema de deteccdo ECL
(General Electric) e expostas a filme de raio x para revelagdo (Kodak,
Rochester, NY). O anticorpo anti-a-tubulina (Millipore, Billerica, MA) foi utilizado
como controle. A quantificacdo da intensidade dos sinais das bandas foi
determinada por densitometria utilizando o software Image J (National Institute
of Health, USA), considerando o extrato total de proteina (Adaptado de
CHICHORRO, 2006).

3.2.8. Procedimentos experimentais

Avaliacado do tempo de hiperglicemia no desenvolvimento da hiperalgesia facial
ao calor em modelo de diabetes

Para a avaliacdo da influéncia do tempo de hiperglicemia no
desenvolvimento da hiperalgesia facial ao calor, um grupo de animais
diabéticos e um grupo de animais normoglicémicos foram tratados com insulina
por um periodo de quatro semanas, com uma dose diaria de 6 Ul de insulina
regular (NPH) pela via subcutanea (s.c.), dividida em duas aplicacdes, sendo a
primeira de 2 Ul entre as 9 e 10 h e a segunda de 4 Ul entre as 16 e 17 horas,
prevendo maior atividade noturna dos roedores. Os grupos de animais
normoglicémicos e diabéticos controle foram tratados com veiculo (solucao
salina) na mesma frequéncia e periodo de duracao do tratamento com insulina.
O efeito do tratamento com insulina na laténcia de resposta ao estimulo térmico
foi avaliado semanalmente durante quatro semanas (conforme descrito no item
3.2.5). Este protocolo foi adaptado de RODELLA et al., 2000.
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Avaliacao do efeito do bloqueio de receptores TRPV1 periféricos e centrais na
hiperalgesia térmica orofacial induzida por capsaicina em animais naive.

Apoés avaliacdo da laténcia basal de resposta ao estimulo térmico, em
um grupo de animais foi administrada CPZ (30 pg/50 pL) no labio superior
direito 30 minutos antes da injecdo de capsaicina (3 pug/50 pL, s.c.) no mesmo
sitio. Em um grupo independente de animais naive, apos avaliacdo da laténcia
basal de resposta ao estimulo térmico, a CPZ (10 ug/10 L) foi administrada no
TG 30 minutos antes da inje¢cdo de capsaicina (3 pg/50 L, s.c.) no labio
superior ipsilateral. A avaliagdo do efeito do blogueio de receptores TRPV1
centrais foi realizada mediante administracdo de CPZ (10 pg/10 pL) no
subnucleo caudalis 30 minutos antes da injecdo de capsaicina (3 pg/50 pL,

s.c.) no labio superior ipsilateral.

Nos trés protocolos, a hiperalgesia ao calor foi avaliada como descrito no
item 3.2.5, utilizando as doses descritas em protocolos anteriores (NEUBERT
et al., 2005; GARCIA et al., 2009; KOPRUSZINSKI et al., 2015) em intervalos
de 1 hora até a 42 hora ap0s a administracao de capsaicina.

A realizacdo destes experimentos permitiram determinar as doses dos
antagonistas, bem como sua eficacia no blogueio da hiperalgesia térmica
induzida por capsaicina quando administrados em diferentes estruturas do

sistema trigeminal.

Efeito da delecéo das fibras C no desenvolvimento da hiperalgesia térmica
orofacial apés inducédo do diabetes

Apos determinacdo da laténcia basal de resposta ao calor, os animais
foram anestesiados e recebram uma injecdo intraganglionar (descrita no item
3.2.3) de RTX (200 ng/10 pL). A deplecéo das fibras C pela RTX foi confirmada
ap0s 72 horas mediante o teste do Eye Wipes. Esse teste consiste na
aplicagdo, com o auxilio de uma pipeta, de 20 yL de uma solugcdo de
capsaicina a 0,01% no olho ipsilateral a inje¢do. Imediatamente apos a
aplicacéo, os animais foram colocados em caixas de acrilico transparentes e
observados durante dois minutos para registro do numero de vezes que

executaram movimento de limpeza dos olhos. Foram incluidos no experimento
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somente 0s animais que realizaram namento de eye wipes igual ou inferior a 5
apos tratamento com RTX (ROGERIO et al., 2011). A inducéo do diabetes foi
realizada 48 horas apos o teste do eye wipes. Os niveis glicémicos dos animais
foram determinados 72 horas ap6s a administracdo da STZ, enquanto que a
hiperalgesia ao calor foi avaliada semanalmente até a quarta semana. Ao final
do experimento (i.e ap0s a quarta semana) tanto a glicemia quanto o teste do

eye wipes foram repetidos nos mesmos animais.

Contribuicdo dos receptores TRPV1 periféricos e centrais na hiperalgesia
orofacial ao calor em animais diabéticos.

Nesse conjunto de experimentos, a resposta dos animais ao calor foi
determinada previamente e na quarta semana apOs inducdo do diabetes,
conforme descrito no item 3.2.5. Em seguida, grupos independentes de animais
normoglicémicos ou diabéticos foram tratados com CPZ no labio superior, TG
ou Sp5C, conforme descrito nos item 3.2.3 e 3.2.4. Grupos de animais
normoglicémicos ou diabéticos controle receberam o veiculo correspondente
nos trés diferentes sitios de injecao (i.e labio superior, TG ou Sp5C). O efeito
dos tratamentos na hiperalgesia ao calor foi avaliado 30 minutos apds a injecéao
e em intervalos de 1 hora, durante 6 horas.

3.2.9 Andélise estatistica

Os dados obtidos nos testes comportamentais para avaliacdo da
hiperalgesia térmica orofacial ao calor foram analisados por ANOVA de uma ou
duas vias seguida do teste de Tukey ou Bonferroni. Na analise densitométrica
das bandas de Western Blot, foi utilizado Teste t ndo pareado. Os dados foram
apresentados como média + EPM e valores de p menores que 0,05 foram

considerados estatisticamente significantes.
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4 RESULTADOS

4.1 INFLUENCIA DA HIPERGLICEMIA NO DESENVOLVIMENTO DA
HIPERALGESIA FACIAL AO CALOR EM MODELO DE DIABETES.

Os animais diabéticos tratados com veiculo apresentaram uma
diminuicdo na laténcia de resposta ao calor a partir da primeira semana ap6s
administracdo da STZ que se manteve até a quarta semana. Por outro lado, os
animais normoglicémicos tratados com veiculo ndo apresentaram variacdes
significativas na laténcia de resposta ao longo das 4 semanas de avaliacdo. O
tratamento diario dos animais diabéticos com insulina preveniu o
desenvolvimento da hiperalgesia térmica, mas ndo alterou a laténcia para

resposta dos animais normoglicémicos (Figura 3).
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FIGURA 3 - EFEITO DO TRATAMENTO COM INSULINA NA HIPERALGESIA FACIAL AO
CALOR EM RATOS COM DIABETES INDUZIDO POR STZ.

Decurso temporal da hiperalgesia ao calor em animais diabéticos comparado com animais
normoglicémicos tratados com insulina ou veiculo. Os valores representam a média + EPM
(n=10-15) *p<0,05 quando comparado com o grupo CB+VEI e #p<0,05 quando comparado com
0 grupo STZ-VEI (ANOVA de duas vias seguido do teste post-hoc de Tukey).
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A determinacdo dos niveis de HbAlc no final do experimento
demonstrou que os ratos com diabetes induzido por STZ apresentaram niveis
significativamente superiores do que os ratos controle (Fig 4A). Também
demonstrou que o tratamento com insulina nos animais tratados com CB néo
alterou os niveis de HbAlc. Por outro lado, o tratamento com insulina diminuiu
significativamente os niveis de HbAlc nos ratos diabéticos, os quais
mostraram-se muito semelhantes aos niveis dos animais normoglicémicos (Fig
4A). Contrariamente, o tratamento com insulina ndo alterou significativamente o
peso corporal entre os diferentes grupos de ratos diabéticos ou

normoglicémicos tratados com insulina ou veiculo (Fig 4B).
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FIGURA 4 : EFEITO DO TRATAMENTO COM INSULINA NOS NIVEIS DE HbAlc E PESO DE

RATOS DIABETICOS

Niveis de hemoglobina glicada (HbAlc) quatro semanas apoés a diabetizacao (painel A). Efeito
do tratamento com insulina no peso dos animais (painel B). Os valores representam a média +
EPM (n=10-15) *p<0,05 quando comparado com o grupo CB+VEIl e #p<0,05 quando
comparado com o grupo STZ-VEI (ANOVA de uma via seguido do teste post-hoc Tukey, painel
A; teste t de Student, painel B).
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4.2 EFEITO DO BLOQUEIO DOS RECEPTORES TRPV1 PERIFERICOS E
CENTRAIS NA HIPERALGESIA FACIAL AO CALOR INDUZIDA POR
CAPSAICINA EM ANIMAIS NAIVE.

A injecdo de capsaicina no labio superior direito induziu hiperalgesia
facial ao calor em animais naive a partir dos 30 minutos ap6s administracéo, a
qual persistiu até a terceira hora em comparagdo com o grupo controle (Fig
5A). O pré-tratamento com CPZ no labio superior direito preveniu o

desenvolvimento da hiperalgesia (Fig 5A).

Em outro grupo de animais, o tratamento com CPZ no TG impediu o
desenvolvimento da hiperalgesia durante duas horas apds administracdo de

capsaicina no labio superior direito dos animais naive (Fig 5B).

No ultimo grupo de animais naive, o tratamento com CPZ através de
injecdo subaracndidea medular reverteu a hiperalgesia facial ao calor por uma

hora apds administracdo de capsaicina no labio superior direito (Fig 5C).

Em todos os experimentos, a administracdo de CPZ previamente a
administrac@o de veiculo no labio superior ndo induziu alteragdes significativas

na laténcia de resposta dos animais (Fig 5A, B e C).
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FIGURA 5 - EFEITO DO BLOQUEIO DOS RECEPTORES TRPV1 PERIFERICOS E
CENTRAIS NA HIPERALGESIA FACIAL AO CALOR INDUZIDA POR CAPSAICINA EM
ANIMAIS NAIVE.

Os animais foram tratados com capsazepina (CPZ) no labio superior por via s.c. (ION; 30 pg/50
pL; painel A), no génglio do trigémeo (TG; 10 ug/10 uL; painel B) e no espago subaracnéideo
medular (Sp5C; 10 pg/10 pL; painel C), 30 min antes da administragdo de capsaicina (CAPS, 3
pg/50 L, s.c.) ou veiculo (VEI, 50 yL) no labio superior. Animais do grupo controle foram
tratados com veiculo (VEI), no volume correpondente para cada via. A laténcia de resposta ao
calor foi avaliada antes (tempo 0) e 0,5 a 4 horas apés a administracdo da CAPS. Os valores
representam a média £+ EPM (n=6-10) *p<0,05 quando comparado com o grupo VEI+VEI e
#p<0,05 quando comparado com o grupo VEI+CAPS (ANOVA de duas vias seguida do teste
post-hoc de Tukey).
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4.3 EFEITO DA DELECAO DAS FIBRAS C NO DESENVOLVIMENTO DA
HIPERALGESIA TERMICA OROFACIAL APOS INDUCAO DO
DIABETES
A administracdo intraganglionar de veiculo ndo alterou o padrdo de

reposta dos animais diabéticos e normoglicémicos ao longo das quatro

semanas (Fig 6). A administracdo intraganglionar de RTX previamente a

diabetizacdo preveniu o desenvolvimento da hiperalgesia ao calor nos animais

diabéticos, mas ndo alterou a laténcia de resposta dos animais

normoglicémicos (Fig 6).
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FIGURA 6 - EFEITO DA DEPLECAO DE FIBRAS C NO DESENVOLVIMENTO DA
HIPERALGESIA FACIAL AO CALOR EM ANIMAIS COM DIABETES INDUZIDO POR STZ.
Apés determinacdo da laténcia basal de resposta ao calor (tempo 0), os animais receberam
uma injecao intraganglionar de veiculo (VEI, 10 pyL) ou RTX (200 ng/10 pL). Cinco dias ap6s a
injecdo intraganglionar os animais foram tratados com estreptozotocina (STZ, 60 mg/Kg) ou
veiculo (CB, 10 Mm, pH 4,5, 1 mL/Kg) e a hiperalgesia ao calor foi avaliada préviamente ao
tratamento com RTX ou VEI (0) e semanalmente até a quarta semana ap0s a diabetizacdo. Os
valores representam a média + EPM (n=6-14). *p<0,05 quando comparado com O grupo
VEI+CB e #p<0,05 quando comparado com o grupo VEI+STZ (ANOVA de duas vias seguida
do teste post-hoc de Tukey).

A delecdo das fibras C pela administracdo intraganglionar de RTX foi
confirmada com o teste de Eye Wipes realizado 48 horas ap0s a administragéo

de RTX (Fig 7A) e repetido quatro semanas apos a diabetizacdo (Fig 7B).
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FIGURA 7—- TESTE DO EYE WIPES

A confirmacdo da delecdo das fibras C apés o tratamento com resiniferatoxina (RTX - 200
ng/10 pL) ou veiculo (VEI) por via intranganglionar foi realizado aplicando uma solugcéo de
capsaicina na cornea ipsilateral a injecao dos animais (0,01%, 20 uL) ou salina (20 pL) antes
(painel A) e quatro semanas apo6s (painel B) o tratamento com estreptozotocina (STZ) ou
veiculo (CB). Os valores representam a média + EPM (n=6-14). *p<0,05 quando comparado
com o grupo VEI+CB; e #p<0,05 quando comparado com o grupo VEI+STZ (ANOVA de uma
via seguido de teste pos-hoc de Bonferroni).
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4.4 DETERMINACAO DO EXTRAVASAMENTO PLASMATICO APOS
DEPLECAO DAS FIBRAS C EM ANIMAIS NAIVE.

Os animais tratados com RTX apresentaram o lado direito da face
(ipsilateral a injecdo) com menos coloracdo azul do que o lado esquerdo
indicando menor extravasamento plasmatico induzido pela aplicacdo de
solucéo de capsaicina (5% em acetona) na face (painel A). A administracao de
acetona em animais controle ndo alterou a coloracdo na face dos mesmos
(painel B). A andlise de absorbancia revelou que o tecido ipsilateral a injecao
apresentou menos concentracdo de Azul de Evans confirmando o menor

extravasamento plasmético em relagdo ao lado oposto da face (painel C).

3 Acetona
@l CAPS
= RTX+CAPS

*

Azul de Evans
(ng/g de tecido)
N
it

0-

FIGURA 8 - EXTRAVASAMENTO PLASMATICO

Apés 48 horas da administragdo intraganglionar de resiniferatoxina (RTX - 200 ng/10 L) foi
realizado o extravasamento plasmatico para confirmar a delecdo das fibras C. Os animais
receberam uma solucdo de azul de Evans na veia peniana (30 mg/Kg, 1 mL/Kg), seguidamente
foi aplicada uma solugdo de capsaicina na face (400 pL, 5% em acetona) (painel A) ou
somente acetona para 0s animais controle (painel B). Apds 15 minutos foi realizada a
eutanasia dos animais ainda anestesiados e retirada da pele do lado direito e esquerdo da face
para analise quantitativa da absorbancia (painel C). Os valores representam a média + EPM
(n=3-4). *,# p<0,05 (ANOVA de uma via seguida de teste pos-hoc de Bonferroni).
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45 AVALIACAO DO BLOQUEIO DE RECEPTORES TRPV1
PERIFERICOS E CENTRAIS NA HIPERALGESIA FACIAL AO CALOR
EM ANIMAIS DIABETICOS.

Inicialmente em todos 0s grupos, 0s animais apresentaram uma laténcia
para resposta basal similar. Contrariamente, na quarta semana apdés o
tratamento com STZ, os ratos diabéticos apresentaram uma laténcia de
resposta diminuida com relagdo aos animais tratados com CB, indicando um

estado hiperalgésico (Fig. 9A , B e C).

Na quarta semana, o tratamento com CPZ no labio superior direito dos
animais diabéticos reverteu a hiperalgesia orofacial ao calor por uma hora em

comparacao ao grupo controle (Fig 9A).

Entretanto, em outro grupo de animais diabéticos, a CPZ intraganglionar

reverteu a hiperalgesia facial durante trés horas apos o tratamento (Fig 9B).

No ultimo grupo de animais diabéticos, o tratamento com CPZ através
de injecdo subaracnoidea medular reverteu a hiperalgesia facial ao calor por
duas horas (Fig 9C).

Em todos os experimentos, a administracdo de CPZ em ratos
previamente tratados com CB, ndo induziu alterac@es significativas na laténcia
de resposta (Fig 9A, B e C).
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FIGURA 9 - EFEITO DO BLOQUEIO DOS RECEPTORES TRPV1 PERIFERICOS E
CENTRAIS NA HIPERALGESIA FACIAL AO CALOR EM ANIMAIS DIABETICOS.

A laténcia de resposta dos animais ao calor foi avaliada antes (tempo -1) e quatro semanas
ap6s a inducdo do diabetes (tempo 0). Na quarta semana os animais foram tratados com
capsazepina (CPZ) no labio superior por via s.c. (ION; 30 pg/50 pL; painel A), no génglio do
trigémeo (TG; 10 pg/10 pL; painel B) e no espago subaracnéideo medular (Sp5C; 10 pug/10 pL;
painel C). Animais de grupo controle foram tratados com veiculo (VEI) no volume
correspondente para cada via. A hiperalgesia ao calor foi avaliada 0,5 até 6 horas apds o
tratamento. Os valores representam a média £+ EPM (n=6-8). *p<0,05 quando comparado com
0 grupo CB+VEI e #p<0,05 quando comparado com o grupo STZ+VEI (ANOVA de duas vias
seguida do teste post-hoc de Tukey).
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4.6 DETERMINACAO DOS NIVEIS DE EXPRESSAO DOS RECEPTORES
TRPV1 PERIFERICOS E CENTRAIS EM ANIMAIS NAIVE E
DIABETICOS

A avaliacao da expressédo de receptores TRPV1 quatro semanas ap0s o
tratamento dos animais com STZ ou CB (i.e veiculo) revelou uma diminuicéo
na expressao dos receptores TRPV1 no ION de animais diabéticos em relacdo
ao grupo controle (Fig 10A). Em contraste, foi detectado um aumento da
expressao de receptores TRPV1 no TG de animais diabéticos em comparacao
com os animais normoglicémicos (Fig 10B). Nao houve alteracéo significativa
na expressao de receptores TRPV1 no Sp5C de animais diabéticos quando

comparados aos normoglicémicos (Fig 10C).
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FIGURA 10 - NIVEIS DE EXPRESSAO DOS RECEPTORES TRPV1i NO NERVO
INFRAORBITAL, NO GANGLIO DO TRIGEMEO E NO SUBNUCLEO CAUDALIS EM RATOS
QUATRO SEMANAS APOS A INDUCAO DO DIABETES.

Amostras da porcao final do nervo infraorbital (ION, painel A), ganglio do trigémeo (TG, painel
B) e subnucleo caudalis (Sp5C, painel C) foram coletadas quatro semanas apos o tratamento
dos animais com estreptozotocina (STZ, 60 mg/Kg) ou veiculo (CB, 10 Mm, pH 4,5, 1 mL/Kg)
para analise da expresséao dos receptores TRPV1 por Western Blot. A analise da expressdo da
a-tubulina nos diferentes tecidos foi utilizado como controle. A quantificacdo da intensidade dos
sinais das bandas foi determinada por densitometria utilizando o software Image J. Os valores
representam a média + EPM (n=6-8). *p<0,05 (Teste t de Student).
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5 DISCUSSAO

Existem evidéncias clinicas de que as alteracfes na transmissdo da
informacéo sensorial no sistema trigeminal poderiam estar relacionadas com o
diabetes (ZIEGLER et al., 2008; ARAP et al., 2010; RAHIM-WILLIAMS et al.,
2010). Estas observacdes vem sendo corroboradas por estudos pré-clinicos
que utilizam a STZ para inducdo do diabetes em roedores (RODELLA et al.,
2000; NONES et al., 2013; NGUYEN et al., 2015; XIE et al., 2015). InUmeros
estudos tém demonstrado que a administracdo sistémica de STZ induz
hiperglicemia constante, assim como alteracdo no peso corporal dos animais,
condizente com uma diminui¢cdo da taxa de crescimento, que faz manter o seu
peso estavel por varias semanas apos a inducao do diabetes (FOX et al., 1999;
YAMAMOTO et al.,, 2009; BISHNOI et al., 2011). Esses achados sé&o
considerados caracteristicas do modelo de diabetes tipo 1 por STZ.
Corroborando essas observacoes, os resultados do presente estudo mostraram
que a administracdo de STZ nos animais induziu hiperglicemia persistente,
porém ndo alterou significativamente o ganho de peso em relacdo aos

normoglicémicos.

Existem evidéncias que relacionam o desenvolvimento da hiperalgesia a
estimulos mecanicos, térmicos e quimicos na pata de animais ao estado
hiperglicémico (CUNHA et al., 2009; CHRISTOPH et al., 2010; BISHNOI et al.,
2011; PABREJA et al.,, 2011; CASTANY et al, 2016). Esses estudos
demonstram que os animais diabéticos desenvolvem hiperalgesia mecéanica a
partir da segunda semana apés a inducédo do diabetes (CUNHA et al., 2009)
que pode permanecer até a quinta semana (BISHNOI et al., 2011). Outros
estudos indicam que a administragdo subcutanea de formalina 2% na pata de
animais diabéticos produz um aumento do numero de respostas na fase
inflamatoria da formalina, quando comparado com animais nomoglicémicos
(PABREJA et al., 2011). Ainda nesse sentido, existem evidéncias que indicam
gue os animais diabéticos desenvolvem hiperalgesia térmica na pata, na
primeira semana e que permanece estavel até a quinta semana apés o
tratamento com STZ (BISHNOI et al., 2011; CASTANY et al., 2016). Entretanto,
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na regiao orofacial foi detectada apenas hiperalgesia térmica apds a inducao
do diabetes por STZ (RODELLA et al., 2000; NONES et al., 2013; XIE et al.,
2015), sem alteracdes no limiar mecéanico, nem nas respostas induzidas pela
formalina (NONES et al., 2013). De acordo com essas observagdes o0 presente
estudo demonstrou que ratos com diabetes induzido por STZ desenvolvem
hiperalgesia orofacial prolongada ao calor que parece estar relacionada com o
estado hiperglicémico, visto que o desenvolvimento da hiperalgesia foi
prevenido pelo tratamento diario com insulina. Esses dados estdo de acordo
com estudos prévios que sugerem que a hiperalgesia na regido orofacial em
ratos diabéticos esta relacionada com o estado hiperglicémico (RODELLA et
al., 2000; XIE et al., 2015).

No contexto clinico, tem sido sugerido que a hiperglicemia esta
associada com a maior prevaléncia e severidade da DND, e de acordo com
alguns autores, os altos niveis de HbAlc estdo principalmente relacionados
com a severidade da DND mais do que com a duracéo do diabetes (DYCK et
al., 1999; SUNDKVIST et al., 2000; DAHLIN et al., 2011). No presente estudo,
os niveis elevados de HbAlc foram detectados quatro semanas ap0s a inducao
do diabetes, os quais foram completamente normalizados com o tratamento
diario com insulina imediatamente apo6s a confirmacao do estado diabético dos
animais, reforcando a ideia de que o desenvolvimento da hiperalgesia facial ao
calor em ratos tratados com STZ estd relacionada com os altos niveis

glicémicos.

Os receptores TRPV1 sdo amplamente reconhecidos como integradores
moleculares nos nociceptores sensoriais em condicdes fisiopatoldgicas
(CATERINA et al., 1997; TOMINAGA e TOMINAGA, 2005). Em estudos pré-
clinicos, a injecdo de capsaicina em diferentes tecidos craniofaciais tem sido
extensamente utilizada para induzir grooming facial espontaneo, hiperalgesia
ao calor, inflamacdo neurogénica e para avaliar a eficacia antinociceptiva de
substancias na dor trigeminal (FLORES et al., 2001; PELISSIER et al., 2002;
MARVIZON et al., 2003; NEUBERT et al., 2006; LAM et al., 2009a; b; HUMMIG
et al., 2014). No presente estudo, foi demonstrado que a injecdo de capsaicina

no labio superior resultou em hiperalgesia orofacial ao calor, a qual foi
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detectada aos 30 minutos ap0s a administracdo e que permaneceu até a

terceira hora.

A hiperalgesia facial ao calor apdés administracdo periférica da
capsaicina é um fenbmeno muito bem estabelecido, assim como a expressao
de receptores TRPV1 funcionais nas terminacdes periféricas dos aferentes
trigeminais (KARAI et al.,, 2004; PARK et al.,, 2006; PATWARDHAN et al.,
2010). A CPZ tem sido amplamente utilizada como ferramenta para o bloqueio
de receptores TRPV1 (DICKENSON e DRAY, 1991; HUANG et al.,, 2002;
NICOLETTI et al., 2008; TALBOT et al., 2012; SREBRO et al., 2016), e no
presente estudo o tratamento prévio com CPZ no labio superior preveniu o
desenvolvimento da hiperalgesia térmica induzida por capsaicina, aplicada no
mesmo sitio. Esses dados em conjunto mostram que os receptores TRPV1
periféricos medeiam a hiperalgesia térmica induzida por capsacina no sistema

sensorial trigeminal em ratos naive.

A expressao de receptores TRPV1 no TG tem sido amplamente
demonstrada, e alguns estudos também demonstraram interacfes funcionais
destes com outros receptores, tais como endotelinérgicos, prurinérgicos e
glutamatérgicos (CHICHORRO et al., 2010; LEE et al., 2012; SALOMAN et al.,
2013; YAMAMOTO et al., 2013). Estudos anteriores também desmonstraram
gue a CPZ é capaz de bloquear o influxo de célcio causado pela capsaicina em
neurénios do DRG de ratos, em experimentos eletrofisiolégicos in vitro (OH et
al., 1996). Entretanto, apesar destas observacdes, esta € a primeira vez que se
demonstra que a injecéo direta in vivo de CPZ no TG é capaz de prevenir a
hiperalgesia facial ao calor induzida pela administracdo periférica de
capsaicina. Esse resultado corrobora estudos prévios que evidenciam que
receptores TRPV1 funcionais expressos no TG contribuem na excitabilidade do
aferente priméario. De acordo com essas observagdes, existem evidéncias
recentes de que 0s mecanismos ganglionares participam na modulacdo da
excitabilidade dos neurbnios aferentes primarios apos inflamagéo ou lesdo de
nervos (FERRARI et al., 2014; KIM et al., 2014).

Recentemente, receptores TRPV1 funcionais tem sido descritos também

nos terminais centrais dos aferentes trigeminais, mais especificamente na
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lamina superficial do Sp5C, onde parecem participar do processo de
sensibilizacao central (KIM et al., 2014). Corroborando essa ultima observacéao,
0os resultados deste trabalho mostram que a injecdo de CPZ no espaco
subaracnoideo medular (i.e atingindo o subnucleo caudalis) de ratos naive
causou uma diminuicao significativa de hiperalgesia facial ao calor induzida por
capsaicina, indicando receptores TRPV1 funcionais neste local. Portanto, esses
dados em conjunto mostram que a hiperalgesia ao calor induzida por
capsaicina injetada no labio superior foi prevenida pelo pré-tratamento com
CPZ nos trés diferentes locais, o que permitiu a utilizagdo do mesmo protocolo
para investigar a contribuicdo dos receptores TRPV1 periféricos e centrais na

hiperalgesia facial ao calor em ratos diabéticos.

Alguns estudos tém sugerido que os receptores TRPV1 participam no
desenvolvimento da hiperalgesia na pata de ratos diabéticos (HONG e WILEY,
2005; PABBIDI et al., 2008b; BISHNOI et al., 2011). Por outro lado, apesar das
evidéncias de que roedores também desenvolvem hiperalgesia facial ao calor
apos inducéo do diabetes (RODELLA et al., 2000; NONES et al., 2013; XIE et
al., 2015), o papel dos receptores TRPV1 ainda n&do havia sido investigado.
Neste sentido, os resultados do presente estudo demonstraram pela primeira
vez que a delecdo dos receptores TRPV1 expressos nas fibras C pela
administragao intraganglionar de resiniferatoxina (RTX), preveniu totalmente o
desenvolvimento da hiperalgesia ao calor em ratos diabéticos. Esse protocolo
foi validado em estudos prévios (KARAI et al., 2004; NEUBERT et al., 2005),
bem como no presente estudo, em que a destruicdo das fibras que expressam
receptores TRPV1 foi confirmada pela reducdo no numero de eye wipes
induzidos pela aplicacdo de uma solucdo 0,01% de capsaicina na coérnea dos
animais. Esse resultado sugere que os receptores TRPV1 desempenham um

papel crucial na hiperalgesia facial ao calor em ratos diabéticos.

Esta bem estabelecido que a administracdo de capsaicina e outros
agonistas vaniloides provocam inicialmente sensacdes de irritagdo, ardor e dor,
as quais podem ser seguidas de sensacao de analgesia. De fato, na medicina
tradicional as pimentas vermelhas (chilis picantes) tem sido utilizadas por

diversas tribos na Asia, América e Oceania para o tratamento da dor, tanto em
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forma tépica como em infusdo. Sua acdo farmacolégica é o resultado da
modulacdo da excitabilidade dos nociceptores periféricos que expressam
receptores TRPV1, provocando inicialmente a ativagdo e subsequentemente a
dessensibilizagdo. A dessensibilizagdo aguda ocorre nos primeiros 20
segundos ap0Os a primeira exposicao ao agonista e € responsavel pela perda
da capacidade de resposta dos nociceptores. Neste tipo de dessensibilizacao
destacam-se trés mecanismos que poderiam participar simultineamente: a
desfosforilacdo do canal por calcineurina (DOCHERTY et al., 1996; MANDADI
et al., 2004; MOHAPATRA e NAU, 2005), a interacdo com CaM (NUMAZAKI et
al., 2003; ROSENBAUM et al., 2004; LISHKO et al., 2007) e a deplecéo de
PIP2 na membrana plasmética (LIU et al., 2005; LUKACS et al., 2007; YAO e
QIN, 2009). Diferentemente, na taquifilaxia se produz uma sucessiva
diminuicdo na resposta ao aplicar estimulos breves e repetidos, que poderiam
estar associados em parte, a uma falha na recuperacdo do canal. Ambos
processos podem durar minutos a horas, e por conseguinte devem diferenciar-
se da dessensibilizagdo em longo prazo, que perdura semanas a meses, €
inclusive pode ser irreversivel, demonstrando um estado de desfuncionalizacao
das vias neurais (LIU e SIMON, 1996), onde tem sido demonstrado existir a
internalizagdo do receptor TRPV1 (SANZ-SALVADOR et al., 2012). A
capsaicina apresenta o inconveniente de ser muito irritante, por isto prefere-se
a utilizacdo do agonista RTX, ja que provoca a dessensibilizacdo em longo
prazo sem os efeitos irritantes da capsaicina. A seletividade dos vanildides
sobre o TRPV1 tem sido amplamente demonstrada, assim como que a
analgesia depende da dose e da poténcia dos agonistas. Assim, por exemplo,
uma baixa dose de capsaicina provoca o silenciamento dos nociceptores, uma
dose elevada pode provocar a neurodegeneracdo das fibras aferentes
primarias (JANCSO e LAWSON, 1990). Esse processo neurodegenerativo
ocorre pela entrada massiva de fons Ca** e afeta unicamente neurénios que
expressam receptores TRPV1 (SZALLASI e BLUMBERG, 1990). A
citotoxicidade € seletiva e depende da dose e via de administracdo do
vanildide, sendo que a analgesia pode durar semanas, ser reversivel ou
irreversivel (NEUBERT et al., 2003). O protocolo de dessensibilizacdo utilizado

no presente estudo foi proposto por Karai e coloboradores, que demonstraram
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gue este processo perdurou por até um ano apoOs a injecao intraganglionar de
RTX (KARAI et al., 2004). Este protocolo é bastante util na avaliacdo do papel
das fibras que expressam TRPV1 e tem como vantagem a delecao seletiva
dessas fibras do sistema sensorial trigeminal.

No presente estudo também foi demonstrado que os receptores TRPV1
periféricos e centrais participam na hiperalgesia facial ao calor associada com o
diabetes experimental, predominantemente os receptores TRPV1 expressos no
TG, bem como no Sp5C. De acordo com esses resultados, a andlise da
expressao de receptores TRPV1 nestes trés locais revelou uma diminuicdo na
expressdo de receptores TRPV1 periféricos no ramo infraorbital do nervo
trigémeo, e um aumento na expressao dos receptores TRPV1 do TG em ratos

diabéticos comparados com ratos naive, porém sem alteracdes no Sp5C.

Alguns estudos tem mostrado uma significativa perda de fibras
intraepidermais em modelos experimentais de diabetes tipo 1 e tipo 2
(YAGIHASHI et al., 1990; CHU et al., 2012; BORIC et al., 2013). Além disso,
evidéncias clinicas demonstram que nervos periféricos humanos apresentam
uma diminuicdo das fibras nervosas e/ou atrofia axonal em pacientes com
diferentes tipos de neuropatias comparado com pacientes controle (FACER et
al., 2007). Essa perda ainda ndo foi demonstrada nos ramos periféricos do
nervo trigémeo, mas poderia explicar porque no presente estudo foi observada
uma diminuicdo na expressao de receptores TRPV1 na porcao periférica do
nervo infraorbital. Entretanto, dados anteriores do nosso grupo demonstraram
uma reducédo do volume ganglionar correspondente aos corpos celulares de
neurdnios, no TG de ratos diabéticos comparados com ratos normoglicémcos,
sugerindo uma perda de fibras sensoriais nos ratos diabéticos (NONES et al.,
2013). Neste sentido, existem evidéncias que demonstram uma clara
diminuicdo na expresséo dos receptores TRPV1 em terminagdes nervosas de
pacientes com dor neuropatica quando comparado aos nervos controle, assim
como uma diminui¢cdo na expresséo dos receptores TRPV1 nas fibras intra- e
sub-epidérmicas na pele de pacientes diabéticos, e adicionalmente a perda de
fibras foi visto que a expressdo dos receptores TRPV1 esta diminuida nas
fibras restantes (FACER et al., 2007).
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Por outro lado, existem alguns estudos que demonstram um aumento na
expressdo de receptores TRPV1 no DRG de roedores apoOs inducdo do
diabetes (HONG e WILEY, 2005; PABBIDI et al., 2008b; CUI et al., 2014).
Esses dados estéo de acordo como 0 nosso resultado que mostra aumento de
expressdo de receptores TRPV1 no TG de animais diabéticos na quarta
semana. Sabe-se que receptores TRPV1, assim como varias outras proteinas
sdo sintetizadas nos corpos celulares das fibras, isto € no DRG ou TG, e
posteriormente transportadas para o0s terminais periféricos e centrais dos
aferentes primarios (JI et al.,, 2002; BIGGS et al., 2007). Assim, uma
possibilidade seria que o aumento dos niveis proteicos de receptores TRPV1
no TG estivesse precedendo um posterior aumento dos mesmos nos terminais
periféricos e centrais dos aferentes trigeminais. Entretanto, o bloqueio da
hiperalgesia facial ao calor resultante da administracdo intraganglionar de CPZ
em ratos diabéticos permite especular que receptores TRPV1 funcionais
estariam acumulados no corpo celular, onde participariam na sensibilizacao

periférica dos aferentes trigeminais.

Os receptores TRPV1 localizados na medula espinhal também parecem
contribuir nas diferentes condicdes dolorosas agudas e crénicas (SPICAROVA
et al., 2014b). Em um modelo de dor aguda pds-operatdria, uma unica injecao
intratecal do antagonista TRPV1 SB366791 reduziu significativamente a
hiperalgesia térmica poés-incisional e atenuou a alodinia mecéanica
(SPICAROVA et al., 2014a). Além disso, em ratos diabéticos, a administracao
intratecal de RTX diminuiu significativamente a hiperalgesia ao calor induzida
pela STZ, porém ndo diminuiu a alodinia mecanica, sugerindo uma importante
contribuicdo dos receptores TRPV1 espinhais na hiperalgesia ao calor na pata
de ratos diabéticos (BISHNOI et al., 2011). De acordo com esses achados, 0s
resultados deste estudo demonstraram que o bloqueio farmacoldgico dos
receptores TRPV1 centrais (i.e no Sp5C) produziu um bloqueio transitério da
hiperalgesia facial ao calor. Nesse sentido, tem sido sugerido que em
condicbes de dor cronica a ativacdo microglial na medula espinhal causa a
liberacdo de citocinas pré-nociceptivas, tais como IL-1B e TNFa, que podem
sensibilizar receptores TRPV1 (BINSHTOK et al.,, 2008; SPICAROVA e
PALECEK, 2010). Adicionalmente, a expresséo de receptores TRPV1 tem sido
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demonstrada em microglia e astrocitos, e sua ativacdo nessas células poderia
levar a ativacdo das células da glia (KIM et al.,, 2006). De fato, estudos
anteriores em ratos diabéticos tém demonstrado a ativacao microglial (TSUDA
et al.,, 2008; WODARSKI et al., 2009; BISHNOI et al., 2011). Além disso, o
estudo de Bihnoi e colaboradores reportou um aumento dos niveis de IL-18, IL-
6 e TNFa na medula espinhal de ratos diabéticos, assim como um aumento na
expressédo dos receptores TRPV1 (BISHNOI et al.,, 2011). Contrariamente a
esse ultimo trabalho, no presente estudo nao foi detectado nenhuma alteragéo
na expressao de receptores TRPV1 no Sp5C de ratos diabéticos comparados
com ratos naive, mas € possivel que ocorra um aumento na funcdo destes
receptores como consequéncia da inducdo do diabetes, visto que 0 nosso
resultado demonstrou que o bloqueio dos receptores TRPV1 do subnulceo
caudalis de ratos diabéticos atenuou a hiperalgesia orofacial ao calor. Estudos
adicionais sdo necessarios para determinar a contribuicdo dos receptores
TRPV1 na medula espinhal/Sp5C, mas as evidéncias atuais indicam que sua
ativacdo nesses sitios pode contribuir para o desenvolvimento da
sensibilizacdo central, assim como no desenvolvimento e/ou manutencdo da

hiperalgesia associada com o diabetes experimental.
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6 CONCLUSAO

Os resultados do presente estudo mostraram que ratos com diabetes
induzido por STZ desenvolvem hiperalgesia orofacial ao calor, e que o
tratamento com insulina normalizou os niveis elevados de HbAlc, reforcando a
ideia de que o desenvolvimento de hiperalgesia facial ao calor esta relacionada
com a hiperglicemia.

A ablacdo de receptores TRPV1 expressos nas fibras C pela
administracao intraganglionar de RTX preveniu totalmente o desenvolvimento
da hiperalgesia ao calor em ratos diabéticos. Esses dados sugerem que 0S
receptores TRPV1 desempenham um papel crucial na hiperalgesia facial ao

calor em ratos diabéticos.

Os receptores TRPV1 periféricos e centrais medeiam a hiperalgesia
térmica induzida por capsacina no sistema sensorial trigeminal em ratos naive.
Neste estudo foi demonstrado pela primeira vez que a injecao direta in vivo de
CPZ no TG e no Sp5C é capaz de prevenir a hiperalgesia facial ao calor
induzida pela administracdo periférica de capsaicina. Em conjunto os dados
mostram que a hiperalgesia ao calor induzida por capsaicina injetada no labio
foi prevenida pelo pré-tratamento com CPZ nos trés diferentes locais (nos

ramos periféricos do nervo do trigémeo, no TG e no Sp5C).

Além disso, os receptores TRPV1 expressos nos ramos periféricos do
nervo do trigémeo, no TG e no Sp5C participam na hiperalgesia facial ao calor
em ratos diabéticos. Entretanto, os receptores TRPV1 ganglionares e centrais
parecem ter um papel mais relevante na hiperalgesia orofacial ao calor em

ratos diabéticos.

O esquema abaixo indica graficamente os sitios de bloqueio
farmacolégico dos receptores TRPV1 periféricos e centrais no sistema
sensorial trigeminal, os quais parecem contribuir para a hiperalgesia orofacial

ao calor associada ao diabetes.



57

DIABETES

HIPERALGESIA
OROFACIAL AO CALOR

ESQUEMA 1: RESUMO GRAFICO DAS PRINCIPAIS CONCLUSOES. A injecdo de
capsazepina (CPZ) no labio superior, no ganglio do trigémeo ou no espago subaracndideo
medular resultou em reducao significativa da hiperalgesia ao calor quatro semanas apoés a
inducéo do diabetes, sugerindo a contribuigdo de receptores TRPV1 periféricos e centrais no
desenvolvimento desta altera¢éo sensorial.
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FIGURA 3
Two-way RM ANOVA  Matching: Stacked
Alpha 0,05
Source of Variation % of total variation P value P value summary Significant?
Interaction 11,82 < 0,0001 Fkkk Yes
Time 8,222 < 0,0001 ik Yes
Column Factor 28,18 < 0,0001 rorxk Yes
Subjects (matching) 14,07 0,0193 * Yes
ANOVA table SS DF MS F (DFn, DFd) P value
Interaction 159,8 12 13,32 F (12, 180) = 4,978 P <0,0001
Time 111,2 4 27,79 F (4, 180)=10,39 P <0,0001
Column Factor 380,9 3 127,0 F (3, 45) = 30,03 P <0,0001
Subjects (matching) 190,2 45 4,227 F (45,180)=1,580 P =0,0193
Residual 481,7 180 2,676
Number of missing values 0
FIGURA 4A
Number of comparisons per family 6
Alpha 0,05
Tukey's multiple comparisons test Mean Diff, 95% CI of diff, Significant? Summary
cb-vei vs. cb-ins -0,1740 -0,6595 to 0,3115 No Ns
ch-vei vs. stz-vei -1,230 -1,703 to -0,7567 Yes XSS
cb-vei vs. stz-ins -0,1392 -0,6021 to 0,3237 No Ns
cb-ins vs. stz-vei -1,056 -1,551 to -0,5606 Yes Fhkk
cb-ins vs. stz-ins 0,03483 -0,4507 to 0,5203 No Ns
stz-vei vs. stz-ins 1,091 0,6175 to 1,564 Yes Fohkk
FIGURA 4B
Column B
VS. Insulina
Column A Vs,
Veiculo
Mann Whitney test
P value
Exact or approximate P value? 0,6667
P value summary Exact
Significantly different? (P < 0.05) Ns
One- or two-tailed P value? No
Sum of ranks in column A,B Two-tailed
Mann-Whitney U 6,000, 4,000
1,000
Difference between medians
Median of column A
Median of column B 133,1
Difference: Actual 122,2
Difference: Hodges-Lehmann -10,86
-10,86
FIGURA 5A
Two-way ANOVA Ordinary
Alpha 0,05
Source of Variation % of total variation P value P value Significant?
summary
Interaction 11,13 0,0156 * Yes
Time 6,010 0,0072 ** Yes
Column Factor 24,62 < 0,0001 Fokkk Yes
ANOVA table SS DF MS F (DFn, DFd) P value
Interaction 116,5 15 7,767 F (15, 158) =2,041 P =0,0156
Time 62,94 5 12,59 F (5, 158) = 3,307 P =0,0072
Column Factor 257,9 3 85,95 F (3, 158) =22,58 P <0,0001
Residual 601,4 158 3,806
Number of missing values 58
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FIGURA 5B

Two-way ANOVA Ordinary

Alpha 0,05

Source of Variation % of total variation P value P value summary Significant?

Interaction 22,80 < 0,0001 rorxk Yes

Row Factor 10,77 < 0,0001 il Yes

Column Factor 37,03 < 0,0001 Fkkk Yes

ANOVA table SS DF MS F (DFn, DFd) P value
Interaction 157,6 15 10,51 F(15,192)=10,12 P <0,0001
Row Factor 74,47 5 14,89 F (5,192)=14,35 P <0,0001
Column Factor 255,9 3 85,31 F (3,192)=82,17 P <0,0001
Residual 199,3 192 1,038

Number of missing values 24

FIGURA 5C

Two-way ANOVA Ordinary

Alpha 0,05

Source of Variation % of total variation P value P value summary Significant?

Interaction 22,11 <0,0001 ko Yes

Row Factor 17,28 < 0,0001 Fkkk Yes

Column Factor 31,96 <0,0001 b Yes

ANOVA table SS DF MS F (DFn, DFd) P value
Interaction 118,9 15 7,930 F(15,144)=7,409 P <0,0001
Row Factor 92,93 5 18,59 F (5, 144)=17,37 P < 0,0001
Column Factor 171,9 3 57,30 F (3,144)=53,54 P <0,0001
Residual 154,1 144 1,070

Number of missing values 0

FIGURA 6

Two-way ANOVA Ordinary

Alpha 0,05

Source of Variation % of total variation P value P value summary Significant?

Interaction 14,91 < 0,0001 ok Yes

Row Factor 9,300 < 0,0001 Fkkk Yes

Column Factor 52,54 < 0,0001 ko Yes

ANOVA table SS DF MS F (DFn, DFd) P value
Interaction 48,09 12 4,007 F(12,155)=7,625 P <0,0001
Row Factor 29,99 4 7,497 F (4, 155) = 14,27 P <0,0001
Column Factor 169,4 3 56,47 F (3, 155) = 107,5 P <0,0001
Residual 81,46 155 0,5255

Number of missing values 105

FIGURA 7A

Number of comparisons per family 2

Alpha 0,05

Bonferroni's test Mean Diff, 95% CI of diff, Significant? Summary

Vehic + sal vs. Vehic + cap -14,16  -18,77 to -9,546 Yes ko

Vehic + sal vs. RTX + Cap -0,4405  -4,460 to 3,579 No ns

Test details Mean 1 Mean 2 Mean Diff, SE of diff, nl1 n2 t DF

Vehic + sal vs. Vehic + cap 0,1429 14,30 -14,16 1,976 7 10 7,165 38

Vehic + sal vs. RTX + Cap 0,1429 0,5833 -0,4405 1,722 7 24 0,2558 38

FIGURA 7B

Number of comparisons per family 6

Alpha 0,05

Bonferroni's multiple comparisons test

vei-cb + caps vs. rtx-cb + caps

vei-cb + caps vs. vei-stz + caps 7,905 0,4173 to 15,39 Yes *

vei-cb + caps vs. rtx-stz + caps -2,167 -11,03 to 6,693 No Ns

rtx-cb + caps vs. vei-stz + caps 6,583 -1,089 to 14,26 No Ns

rtx-cb + caps vs. rtx-stz + caps -10,07 -17,56 to -2,584 Yes *x

vei-stz + caps vs. rtx-stz + caps -1,321 -7,358 t0 4,715 No Ns
8,750 1,078 to 16,42 Yes *
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FIGURA 8

Number of comparisons per family 3
Alpha 0,05

Bonferroni's s test Mean Diff, 95% Cl of diff,  Significant? Summary

Control vs. Capsaicin -29,92  -35,04 to -24,79 Yes ik

Control vs. RTX -4,559  -9,682 to 0,5651 No ns

Capsaicin vs. RTX 25,36 19,88 to 30,84 Yes ik
Test details Mean 1 Mean 2 Mean Diff, SE of diff, nl1 n2 t DF
Acetona vs. CAPS 3,105 33,02 -29,92 1638 4 3 18,26 7
Acetona vs. RTX 3,105 7,664 -4,559 1638 4 3 2,783 7
CAPS vs. RTX 33,02 7,664 25,36 1,751 3 3 14/48 7
FIGURA 9A

Two-way RM ANOVA Matching: Stacked

Alpha 0,05

Source of Variation % of total variation P value P value summary Significant?

Interaction 15,88 < 0,0001 Frkk Yes

Time 10,08 < 0,0001 Hkkok Yes

Column Factor 59,45 <0,0001 il Yes

Subjects (matching) 4,031 <0,0001 ko Yes

ANOVA table SS DF MS F (DFn, DFd) P value
Interaction 299,9 24 12,50 F (24, 176) = 12,89 P <0,0001
Time 190,4 8 23,80 F (8, 176) =24,54 P <0,0001
Column Factor 1123 3 374,2 F(3,22)=108,2 P <0,0001
Subjects (matching) 76,12 22 3,460 F (22,176) =3,568 P <0,0001
Residual 170,7 176 0,9696

Number of missing values 0

FIGURA 9B

Two-way RM ANOVA Matching: Stacked

Alpha 0,05

Source of Variation % of total variation P value P value summary Significant?

Interaction 17,38 < 0,0001 il Yes

Time 16,98 < 0,0001 i Yes

Column Factor 58,38 < 0,0001 kek Yes

Subjects (matching) 1,672 <0,0001 rokkk Yes

ANOVA table SS DF MS F (DFn, DFd) P value
Interaction 384,4 24 16,02 F (24, 232)=36,36 P <0,0001
Time 375,6 8 46,96 F (8, 232) =106,6 P <0,0001
Column Factor 1291 3 430,4 F(3,29)=337,5 P <0,0001
Subjects (matching) 36,98 29 1,275 F(29,232)=2,895 P <0,0001
Residual 102,2 232 0,4405

Number of missing values 0

FIGURA 9C

Two-way RM ANOVA Matching: Stacked

Alpha 0,05

Source of Variation % of total variation P value P value summary Significant?

Interaction 19,66 < 0,0001 i Yes

Time 10,92 <0,0001 ok Yes

Column Factor 60,27 < 0,0001 ok Yes

Subjects (matching) 2,859 <0,0001 ok Yes

ANOVA table SS DF MS F (DFn, DFd) P value
Interaction 551,7 24 22,99 F (24,280)=34,59 P <0,0001
Time 306,4 8 38,30 F (8, 280) =57,63 P <0,0001
Column Factor 1691 3 563,7 F (3,35)=246,0 P <0,0001
Subjects (matching) 80,22 35 2,292 F(35,280)=3,449 P <0,0001
Residual 186,1 280 0,6646

Number of missing values 0




FIGURA 10A

Column B STZ
VS. VS,
Column A CB
Mann Whitney test

P value 0,0350
Exact or approximate P value? Exact
P value summary *
Significantly different? (P < 0.05) Yes
One- or two-tailed P value? Two-tailed
Sum of ranks in column A,B 57,00, 34,00
Mann-Whitney U 6,000
Difference between medians

Median of column A 0,9655
Median of column B 0,5880
Difference: Actual -0,3775
Difference: Hodges-Lehmann -0,3575
Figura 10B

Column B STZ
VS. VS,
Column A Control
Mann Whitney test

P value 0,0047
Exact or approximate P value? Exact
P value summary **
Significantly different? (P < 0.05) Yes
One- or two-tailed P value? Two-tailed
Sum of ranks in column A,B 23,00, 68,00
Mann-Whitney U 2,000
Difference between medians

Median of column A 0,9850
Median of column B 1,217
Difference: Actual 0,2320
Difference: Hodges-Lehmann 0,2355
FIGURA 10C

Column B STZ
VS. VS,
Column A CB
Mann Whitney test

P value 0,4777
Exact or approximate P value? Exact
P value summary Ns
Significantly different? (P < 0.05) No
One- or two-tailed P value? Two-tailed
Sum of ranks in column A,B 62,50, 57,50
Mann-Whitney U 21,50
Difference between medians

Median of column A 1,020
Median of column B 0,9750
Difference: Actual -0,04500
Difference: Hodges-Lehmann -0,02500
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