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RESUMO

FERREIRA, L.D. Efeito do S-nitroso-N-acetilpenicelamina sobre receptores
vaniloide de potencial transitério 1 em cérnea de camundongos. 2016. 58 p.
Dissertacdo (Mestrado) - Faculdade de Medicina de Ribeirdao Preto, Universidade de
Sé&o Paulo, S&o Paulo, 2016.

Introducéao: Receptores TRPV1 sdo canais catidnicos nociceptivos nao seletivos. Eles
desempenham um papel na sensagdo de dor na cérnea. No presente trabalho,
descreveremos a resposta do TRPV1 na cérnea de camundongos e TRPV1 -/- a
estimulos quimicos e o efeito do SNAP sobre este receptor.

Métodos: camundongos C57BL/6 e TRPV1 -/- foram comparados. As observagoes
incluiram o influxo de célcio na cultura, observacao direta e o comportamento de
limpeza do olho ap6s o desafio na cérnea com 1uM da capsaicina (CAP) com ou sem
1mM do colirio SNAP.

Resultados: As caracteristicas da superficie ocular nao eram diferentes entre ambos
0S genodtipos, exceto que a sensibilidade para CAP é inferior em TRPV1 -/- (p = 0,0019
e 0,0095, respectivamente). A imunocoloracdo revelou que TRPV1 é expresso na
camada basal do epitélio da cornea, apenas nos camundongos C57BL/6. CAP estimula
o influxo de calcio em cultura de células epiteliais e a sensibilidade corneana em
C57BL/6 in vivo foi reduzida na presenca do SNAP (p = 0,0329 e 0,01,
respectivamente).

Conclusao: A auséncia dos receptores TRPV1 no epitélio da coérnea nao afeta o
fendtipo da superficie ocular de camundongos. A resposta para tirar colirios revelou que
ela poderia funcionar como uma terapia analgésica devido ao seu antagonismo com o
TRPV1.

Palavras-chave: cérnea, camundongo, receptor potencial transitério vaniloide, TRPV1,
SNAP
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ABSTRACT

FERREIRA, L.D. Effect of S-nitroso-N-acetylpenicillamine on transient receptors
potencial vanilloid type 1 in cérnea of mice. 2016. 58 p. Dissertacdo (Mestrado) -
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo,
2016.

TRPV-1 receptors are non-selective nocioceptive cation channels. They play a role in
cornea sensation. In the present work we describe the response of corneas of TRPV1-/-
and mice to chemical stimuli and the effect of SNAP on this receptor. TRPV1-/- and
C57BL/6 mice were compared. The observations included the calcium influx in culture,
direct observation and the behavior of eye wipe after corneal challenge with 1uM
Capsaicin (CAP) with or not TmM SNAP eye drops. Ocular surface characteristics were
not different between both genotypes, except that the sensitivity to CAP is lower in
TRPV1-/- (p=0.0019 and 0.0095, respectively). Immunostaining revealed that TRPV 1 is
expressed in the basal layer of the cornea epithelia, only in the C57 mice. CAP
stimulated calcium influx in epithelial cells in culture and cornea sensitivity in C57 mice
in vivo was reduced in the presence of SNAP (p=0.0329 and 0.01, respectively). The
absence of TRPV-1 receptors in the cornea epithelia did not affect the ocular surface
phenotype in mice. The response to SNAP eye drops revealed that it could work as an
analgesic therapy due to its antagonism to the TRPV1.

Key words: cornea, mouse, transient receptor potential vanilloid, TRPV-1, SNAP.
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1. Introducado



1. INTRODUCAO

Os receptores vaniloides de potencial transitério (TRPV) sao sensiveis a mudangas
no ambiente e ao transformar agressdes do ambiente em sensacdoo de dor, ajudam na
sinalizagdo para protegao e restauragdo da cérnea frente a essas agressoes. O S-nitroso-
N-acetilpenicilamina (SNAP), um doador de 6xido nitrico, pode atuar na modulagdo desse
sinal e ter papel terapéutico em muitas condicdes clinicas, nas quais se observa um

processo inflamatério associado a lesdo da cérnea.

1.1. Cornea

A cérnea humana é uma estrutura complexa e consiste em 5 camadas, a saber:
epitélio, cadpsula de Bowman, estroma, membrana de Descemet e endotélio. (1,2) A forma
e curvatura se dao pela estrutura biomecanica intrinseca e extrinseca, a rigidez,
elasticidade e assim criam um sistema éptico esférico.

A superficie epitelial é a primeira barreira da cornea em relagéo ao ambiente externo
e é constituida por uma camada escamosa estratificada, ndo queratinizada e uniforme de
limbo a limbo, (3) com 4 a 6 camadas de células de espessura. As células epiteliais
possuem uma meia vida de 7 a 10 dias e involuem por apoptose (morte celular
programada), resultando em descamagado com renovagao completa da camada celular a
cada semana, por meio da substituicdo das camadas mais superficiais pelas mais
profundas. (3) A camada celular mais profunda do epitélio da cérnea é a camada basal,
Unica capaz de fazer mitose (4) e, quando danificada, inicia o0 processo de cicatrizacao,
quando a membrana basal fica notadamente instavel e fraca. (3)

A cépsula de Bowman é uma camada acelular que encontra-se anterior ao estroma
da cornea, a partir de fibras de colageno, que ajuda a manter o formato da coérnea. (1,2)

O estroma é a maior parte da estrutura da cérnea compreendendo 80 a 85% de sua
espessura. Ela difere das outras estruturas de colageno pela sua transparéncia, como
resultado da organizacao das fibras do estroma e matriz extracelular (ECM). (5,6) As fibras
de colageno do estroma sdo organizadas em feixes paralelos chamadas fibrilas que
reduzem a dispersao de luz e contribuem para a tranaparéncia e resisténcia mecéanica da
cérnea. (3)
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A membrana de Descemet separa e mantém o formato da estrutura da cornea. E ela
€ a segregacao da continuacao das células endoteliais, uma membrana basal modificada,
que antes do nascimento adquire 3um e pode acumular até 10um de espessura com a
idade. (1,2)

E a camada endotelial da cérnea, que € uma monocamada de células poligonais,
formato de mosaico, que mantém a clareza e garante a deturgescencia estromal. (3) A
deturgescencia da cérnea é a desidratagdo do estroma mediada pelo processo da bomba
de sédio e potassio, deixando-o relativamente hiposmotico para o humor aquoso. (7) Os
seres humanos nascem com uma reserva de células endoteliais que diminui gradualmente
ao longo da vida por processos, como a idade, traumatismos, inflamacao e processos de
doencas, porém as células vizinhas aumentam para assumirem o espago das células que

nao se regeneraram. (1,2)

Es

Figura 1. Camadas da cornea (adaptada de Bicas e Homsi;_Oftalmologia: fundamentos e
aplicacoes).

Além de sua estrutura biomecénica e suas camadas, a cérnea é caracterizada por
ser o tecido do corpo humano mais inervado e sensivel. Os nervos da cornea sao
derivados do ramo nasociliar da primeira divisdo do nervo trigémeo (divisao oftalmica). (8)
Estas fibras nervosas dividem-se em numerosos ramos menores, constituindo uma rede de
nervos delicados. Abaixo da membrana basal do epitélio, as fibras A-delta encontra-se em

linha reta paralela a superficie da cornea e as fibras C ndo mielinizadas passam por uma
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curta distancia naquela regidao e terminam perpendicularmente logo abaixo da superficie
epitelial na forma de terminagdes nervosas livres. (9)

Ainda, estas fibras nociceptivas respondem coletivamente a estimulos mecanicos,
térmicos e quimicos. (10) Aproximadamente 20% dos nociceptores da cornea sao
mecanorreceptores A-delta que geram dor aguda, 70% séo polimodais e 10% sao fibras C
receptores de frio. Além disso, a localizagdo anatdémica e tipo de fibras nervosas da cérnea
podem ser classificados com base nos seus perfis neuroquimicos, como por exemplo, a

substéancia P liberada diretamente a partir das fibras C em situagdes inflamatoérias. (10,11)

1.2. Ceratite

Ceratite € o termo utilizado para conceituar afecgdo da cornea, seja inflamatdria,
infecciosa, traumatica, geralmente acompanhada por dor ocular. A intensidade da dor pode
variar, mas diversos pacientes se queixam ainda de fotofobia, sensagéao de corpo estranho
e lacrimejamento. (12)

Existem varias causas que levam a ceratite: desde infecgdes virais, bacterianas,
fungicas, por protozoarios, processos autoimunes e traumas corneanos. Isso pode
progredir para um quadro de leucoma, uma opacidade na cérnea, e quando nao tratadas
podem ocasionar complicacbes como Ulcera de cérnea, perfuracdo e cicatrizes,
acompanhadas ou nao por uveites, glaucoma e perda visual parcial ou total. (13)

Atualmente, a causa mais comum de ceratite infecciosa é a ceratite bacteriana em
usuarios de lentes de contato, principalmente pelo agente P. aeruginosa, (14) mas também
pode ser causada por infecgdes polimicrobianas. (2) Essa € uma das principais causas de
cegueira nos paises desenvolvidos. (15)

Na ceratite viral, o agente mais comum € o virus do Herpes Simplex (HSV) (12)
observado como uma das causas mais comuns de cegueira relacionada a cornea no
mundo, e na infancia a maior parte dos casos € assintomatico. (13) Ja a ceratite fungica é
mais comum em regides que apresentam clima tropical, possuem como principais agentes
o Fusarium e Aspergillus frequentemente transmitidos por lesées causadas por materiais
vegetais. (16) Atualmente, também pode ser observado a ocorréncia de ceratite por
exposicao aos raios ultra-violeta (UV) pela exposicéo ao sol, de profissionais soldadores ou
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que convivam com lampadas UV germicidas, (17) apresentando dor intensa a partir de 6 a
12 horas ap0ds a exposicao a essas fontes UV. (12)

Independente do agente da ceratite ser infecciosa ou n&o, os principais sintomas
sédo BAV, fotofobia, a dor intensa e a sensacao de corpo estranho. (12) E essa resposta
nervosa sera determinada pelo tipo de ceratite e pela localizacdo nas camadas internas da
cérnea e seus nervos. (10) Além disso, os nociceptores corneanos liberam vérios tipos de
peptideos e neurotransmissores, por estimulos nocivos, facilitando o iniicio do processo
inflamatério. (14)

Os tratamentos para os varios tipos de ceratite sdo variados e incluem antibiéticos,
antiinflamatérios tépicos e sistémicos e analgésicos orais. (12) Porém deve-se tomar
cuidado com a utilizacdo excessiva de corticoides tdpicos, pela frequéncia de efeitos
colaterais como toxicidade epitelial e glaucoma. (10)

1.3. Dor e Hiperalgesia

Nocicepcao é o processo pelo qual estimulos agressivos térmicos, mecanicos ou
quimicos sao detectados por subpopulagdes de fibras nervosas periféricas chamadas
nociceptores, levando a percepcao de dor pelo individuo. Os corpos celulares dos
nociceptores corneanos estdo localizados nos ganglios trigeminais e sédo ativados por
estimulos nocivos, respondendo seletivamente a alteragdes biofisicas e moleculares locais.
(18) Os nociceptores sdo separados em duas principais classes: fibras de diametro médio,
mielinizados, aferentes e que medeiam a dor aguda ou dor rapida (fibras A-delta); e fibras
de didmetro pequeno, ndo mielinizados e que medeiam a dor cronica ou lenta (fibras C),

conhecidas por serem polimodais, isto é, sensiveis a diferentes estimulos nocivos. (18)
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Figura 2. Representagdo dos tipos de fibras nervosas. As fibras nervosas Ad estédo
envolvidas na percepgdo da dor rapida (nociceptores). E as fibras nervosas C estdo
envolvidas na percepcdo da dor lenta (nociceptores). Elas podem ser ativadas por
processos térmicos, quimicos e mecanicos que resultam em dor, além de componentes,
como os encontrados no processo inflamatorio. (pt.slideshare.net/Cpericles/neuropathic-
pain-summary-portuguese)

Alguns componentes que se encontram no processo inflamatorio, como prétons,
ATP, serotonina ou lipidios especificos podem alterar a excitabilidade neuronal diretamente
por interacdo com canais ibnicos da superficie do nociceptor, enquanto que outros, como
por exemplo a bradicinina e o Fator de Crescimento do Nervo (NGF) se ligam a receptores
metabotrdpicos, ou seja, receptores que desencadeiam as reacdes inflamatoérias através
de segundos mensageiros para interagdo com os canais ibnicos chamado de cascata de

sinalizagdo. (20) Um exemplo disso € a bradicinina que ativa receptores acoplado a

proteina G para estimular fosfolipase C hidrdlise catalisada do Fosfatidilinositol 4,5-
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bifosfato (Ptdins ou PIP2) (21,22) e consequentemente, liberado Ca?t a partir de
armazenamentos intracelulares e ativacao da Proteina Quinase C (PKC). (23)

A sensibilizacdo da cornea aos estimulos nocivos, em parte, € determinada pelos
limites de ativagcdo de transdutores nociceptivos. O maior grupo conhecido compreende a
familia dos Receptores de canais de Potencial Transitério (TRP) (24,25) que séo
sensibilizados por citocinas pro-inflamatérias liberadas durante a inflamacéo. (26)

Os nociceptores envolvidos na dor periférica desencadeiam a liberacdo de
mediadores inflamatérios, como NGF, que além de sensibilizar os nociceptores, (27,28)
sdo conhecidos por aumentar a expressao e ativacdo de transdutores pelo Receptor de
canal de cations de Potencial Transitorio da subfamilia Vaniloide (TRPV), que dependendo
de sua sinalizagdo desencadeiara a dor neuropatica ou quimica. (26)

Hiperalgesia é a resposta dolorosa desproporcionalmente aumentada para uma
determinada estimulacdo sofrida pelo tecido. Rotineiramente ocorre em dores
neuropaticas, mas também pode fazer parte de qualquer tipo e condi¢cdo de dor crénica,
desde uma simples dor local ou sensibilizagao dos nociceptores C ou A-delta. (19)

1.4. Receptor Vaniloide de Potencial Transitorio 1 (TRPV1)

O TRPV1 é altamente expresso nos neurdnios sensoriais periféricos que retransmitem
estimulos nocivos térmicos e quimicos. A ativacdo de TRPV1 nestes neurdnios provoca
uma despolarizacao rapida e de potenciais de agdo para a medula espinhal. No entanto, a
ativagcao do receptor leva a constante dessensibilizagdo e reduz a atividade elétrica dos
nervos sensoriais. A perda aguda da atividade neuronal é provavelmente devido a
inativacdo dos canais de sédio dependentes de voltagem onde ocorre potenciais de
membrana positivos, enquanto que a inibicio de longa duracdo da atividade é
provavelmente devida ao aumento concomitante do Ca?* intracelular, que faz com que
ocorra a longo prazo alteragdes morfologicas e funcionais nos terminais nervosos. (56) A
modulagcdo de TRPV1 é sensibilizada por meio do acoplamento com o o segundo
mensageiro que vem da cascata de sinalizacdo por uma variedade de agentes pro-
inflamatorios e pré-analgésicos incluindo o NGF, bradicinina, lipideos, prostaglandinas e
ATP. (35,59) Além disso, a atividade de TRPV1 contribui para a inflamacédo neurogénica

em que nociceptores liberam mediadores inflamatérios, atuando, assim, de forma
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autbnoma em células para promover a inflamacdo e hiperalgesia. (60) A analise de
camundongos Knockout mostrou que o TRPV1 € necessario para o desenvolvimento de
hiperalgesia térmica inflamatéria, demonstrando um papel essencial para o TRPV1 na
hipersensibilidade dolorosa associada com doengas que causam dor cronica. (61,62)

A maior parte dos nociceptores polimodais possuem a capacidade de reconhecer a
sensacao de dor resultante do calor, frio ou pressdo descodificando sinais nociceptivos
dentro do Sistema Nervoso Central (SNC). (14) Canais ibnicos dependentes de voltagem e
os componentes do TRP da familia de canais ibnicos estdo associados com a transducao
de sensacao de frio e dor relacionada ao frio. (29,30)

Os receptores sensoriais se encontram nos terminais aferentes primarios, que
inervam a derme da pele, epiderme e epitélios viscerais. Esses receptores detectam
alteracbes ambientais externas e internas, tais como temperatura, fatores mecanicos,
quimicos exogenos ou enddgenos. Essas alteragdes, quando extremas a ponto de
danificarem o tecido, sdo detectadas pelos receptores sensoriais fibras C e fibras A-delta
conhecidos como fibras de dor e pelo seu principal receptor, o TRPV1. (31,32) O receptor
TRP ativa essas fibras através de sinais elétricos ou despolarizacdo devido ao influxo
catidnico, (33) além da deteccao direta de elementos fisicos ou quimicos nocivos, eles
participam da transducao do sinal inflamatério.

O canal TRPV1 é conhecido também como canal de capsaicina (CAP), substancia
pungente encontrada na pimenta vermelha. Além da CAP, temperaturas elevadas (>42°C),
hiperosmolaridade, pH &cido, produtos quimicos irritantes e poliaminas lipidérgicas (34,35)
podem estimular o TRPV1, mostrando sua capacidade de deteccdo polimodal e
sensibilidade a estimulos nocivos térmicos, mecéanicos e quimicos. (33) A CAP é uma
molécula hidrofébica que tem semelhanca estrutural com véarios segundos mensageiros
lipidicos. (14) Definigbes fisiolégicas mostram que estas moléculas podem atuar como
agonistas de Receptor Vaniloide 1 (VR1) envolvidos na inflamacéo. Assim, a principal
questao € se eles atuam sinergicamente com outros agentes proé-inflamatorios, tais como a
bradicinina, o NGF ou protons, para facilitar a passagem pelo VR1 e promover
hipersensibilidade térmica em locais de lesédo tecidual. (14) A expressdo de TRPV1 é
observada nos nociceptores C e A-delta, receptores polimodais, que respondem a um

grande numero de sinais prejudiciais ao tecido. (33) Mediadores da dor inflamatéria,
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incluindo o NGF, bradicinina e prostaglandinas, através das suas ligacdes ao receptor
acoplado a proteina G ou ao receptor-tropomiosina-quinase, desencadeiam cascatas
enzimaticas que aumentam tanto a atividade quanto a expressdao de TRPV1, resultando

num aumento de fibras C de excitagé@o e sensibilizagdo. (23)
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Figura 3. Representagdo esquematica do receptor TRPV1 (receptor de capsaicina). O
TRPV1 modula a entrada de Ca?*. E um canal idnico e um receptor polimodal para varios
processos como, por exemplo, 0 inflamatorio.
(synapse.koreamed.org/DOIx.php?id=10.5646/jksh.2011.17.2.37&vmode=PUBREADER#!p
0=11.9048)
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Um subconjunto de fibras C contém Peptideo Relacionado ao Gene Calcitonina
(CGRP) e substéncia P nos seus terminais, que sdo liberados quando excitados por
processo inflamatorio periférico e central. Na periferia, os tecidos inflamados e células
imunes infiltradas podem tornar-se cada vez mais estimulados por estes peptideos e, como
resultado, sinais para liberar mais substancias pro-inflamatérias. Além disso, tais peptideos
também podem estimular de forma auto-limitada as fibras C. (36,37) No tocante as
sinapses centrais, a liberacdo de neuropeptidios contribui para a formacao de um estado
de plasticidade sinaptica hiperalgésica, o que da origem a dor crénica. Assim, a modulcao
de TRPV1, associada ao controle da estimulacao das fibras C, parece ser um passo inicial
importante para controlar estados inflamatérios de dor. (33)

Os primeiros trabalhos que caracterizaram a liberagdo de neuropeptidios da medula
espinal de rato apés infusao intratecal de CAP sugeriram que a ativacao do receptor
TRPV1 foi regulada, pelo menos em parte, pelo TRPV1, dependente de fosforilagcdo da
proteina traduzida. (838) Um estudo de Dochertv e colaboradores mostrou que a fosfatase
da Calcineurina neuronal (CN) desempenha um papel importante na desfosforilagdo do
TRPV1, se mostrando responsavel por diminuir as atividades dos canais dependentes , na
presenca de Ca?* extracelular. (39)

A CAP provoca sensacao de dor (queimagao) por ativar seletivamente neurénios
sensoriais que transmitem informacdes sobre estimulos nocivos ao SNC. (40) O receptor
de CAP, TRPV1, pode ser ativado por CAP e também calor (>43°C), lipideos acidos, etc
(41) Esta sensibilidade polimodal de TRPV1 levanta questdes 6bvias sobre os mecanismos
estruturais pelos quais estimulos quimicos e fisicos regulam a atividade deste canal. (42)
Analogos de CAP como a resiniferatoxina (RTX) sao lipofilicos, sendo possivel a
passagem através da membrana celular, podendo atuar nos sitios de ligacdo que se
encontra na superficie intracelular de TRPV1. (43)

Existem vérias diferencas nas propriedades do TRPV1, incluindo a proporcédo de
permeabilidade cati6nica e de Ca?* independente de dessensibilizagado, sugerindo que as
respostas mediadas por TRPV1 a CAP envolvem diferentes mecanismos. O fato de que
certas mutacbes e a fosforilagcdo de Proteinas Quinase A (PKA) ou PKC conduzem a
reducdo da temperatura do limiar para ativacdo de TRPV1 (44—-46) sugere efeitos mais

térmicos mais globais sobre o TRPV1. (42)
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A CAP nao s6 provoca dor, mas também parece exibir propriedades analgésicas.
(40) A dessensibilizacdo a CAP é um processo complexo com varios componentes
cinéticos, como, por exemplo, um componente rapido que parece depender de influxo de
Ca?+ através de TRPV1. (38,39,47,48)

Também foi relatado o envolvimento de Calmodulina (CaM) na dessensibilizacao
dependente de Ca?* do TRPV1, (49) o qual se ligaria a um segmento de 35 aminoacidos
no terminal C do TRPV1. A ruptura dessa ligacao impede que ocorra no Ca?* extracelular
dessensibilizacdo dependente TRPV1 para informar a aplicagdo de CAP, embora algumas
dessensibilizagbes ainda é observado apds a aplicacdo de CAP mais prolongada nas
células que expressam o mutante. Dessensibilizacdo do receptor dependente de Ca%+ é
uma caracteristica relativamente comum de muitos canais de cétions, incluindo canais
TRP. (50,51) Isso pode representar um mecanismo de segurancga fisiolégica contra uma
sobrecarga de Ca?+ prejudicial a célula, especialmente durante o grande influxo de Ca2*
através dos canais. Deve-se notar que formas de dessensibilizagdo de TRPV1
independentes de Ca2* também existe. Estes incluem a dessensibilizacdo produzida por
exposicao continua ou repetida ao calor que é observada mesmo na auséncia de Ca?*. (52)

Muitos estudos sobre o TRPV1 em condicdes de dor tém mostrado sua ligacdo com
processos de dor inflamatéria. Um estudo em seres humanos revelou um aumento do
nuamero de fibras imunorreativas TRPV1 em condi¢des de hiperalgesia inflamatéria da pele.
(53) O TRPV1 é considerado um novo alvo no estudo do tratamento da dor cronica. Ha
mais de dez anos, foi observado que altas doses de CAP aplicadas topicamente ou
sistematicamente em animais de experimentacdo provocaram analgesia. (54,55) Este
estudo mostra que estudos futuros é necessario para definir os papéis do “receptor de
CAP” e o componente neurogénico sensiveis a CAP da resposta inflamatéria, fungdes
efetoras sensoriais periféricas e criagdo de novos alvos para terapéuticas anti-nociceptivas
e anti-inflamatoérias. (56)

Camundongos “knockout” para o TRPV1, gerados nos ultimos anos, tém sido
extensivamente estudados para se determinar o papel deste receptor na sinalizagdo
fisiolégica normal e em processos patologicos. (57,58) Tomados em conjunto, in vitro e in
vivo evidéncia experimental implica fortemente que o TRPV1 é um importante receptor

polimodal cuja fungdo € a de combinar varios estimulos fisicos e quimicos nocivos em uma
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Unica resposta nociceptiva predominantemente durante as condi¢des inflamatérias e danos
nos tecidos. (56)

Mediadores inflamatérios a partir do meio externo encontrados em condi¢cbes de
doenca podem sensibilizar indiretamente o receptor TRPV1, como: a bradicinina, ATP
extracelular, glutamato, prostaglandinas e NGF, que se encontram acoplados a proteina G
e das vias da cinase de tirosina. Portanto, a multidao de ativadores primarios e secundarios
de moduladores no processo inflamatoério que integare com TRPV1 sugere fortemente que
ele € um importante ponto de convergéncia de varios estimulos de dor produzido. A
maioria dos nociceptores que expressam TRPV1 contém o neuropeptideo inflamatério
CGRP e a substancia P.

1.5. Oxido Nitrico (NO)

O Oxido Nitrico (NO) desempenha um papel importante na fase inflamatéria aguda
(63) e estados de dor crbénica (64) ao nivel central (65) e periférico. (66) (67). Ele € um
radical livre sintetizado por vérias células e tecidos, e nos mamiferos foram identificadas
trés diferentes enzimas que sintetizam NO: a Oxido Nitrico Sintase Neural (nNOS), Oxido
Nitrico Sintase Induzida (INOS) e Oxido Nitrico Sintase Endotelial (eNOS). No SNC, o NO
esta concentrado no corno dorsal da medula espinhal, em que ele é derivado a partir de
diversas fontes (incluindo as células gliais). A nNOS em papel é circuitos da medula
espinhal. Além nNOS, os eNOS também sado encontrados em algumas populagdes
neuronais e vasos sanguineos. (65,68). No que diz respeito a iNOS, existe alguma
divergéncia se esta isoforma também participa na transmissdo central da dor ou é
expressa apenas perifericamente durante os processos de dor inflamatoéria ou neuropatica.
(65).

O processo de sintese de NO inclui diferentes substratos (L-arginina e oxigénio
molecular e NADPH como espécie redutora) e produtos finais, o0 NO e a L-citrulina. As
enzimas eNOS e nNOS sao ativadas pelo aumento de Ca2*, mas o NO requer também
uma molécula que é considerada sua efetora natural, Guanilil Ciclase soltvel (NO-sCG),
uma enzima que converte GTP em cGMP mais difosfato. A formagcdo de cGMP é
fundamental para as respostas fisioldgicas, como o relaxamento vascular e erecao

peniana. J& no caso do iNOS, o cGMP nédo esta diretamente envolvido na via de
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sinalizagdo, havendo descricdo de mecanismo mais complexos. (69). O mecanismo de
ativacéo de sCG por NO é complexa e ainda nao € totalmente compreendido. Acredita-se
que o NO induz o rompimento da ligagao His-Fe (Il) dentro do heme de sCG alterando sua
estrutura conformacional, que resulta num aumento da atividade na conversao de GTC em
cGMP. (69)
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FIGURA 1 - Mecanismo de vasodilatagio mediado pelo oxido nitrieo (MO), em resposta a
viros estimulos, como bradicinina ou  acetileolina,

Figura 4. Representacdo esquematica da formacdo de NO. O NO atua como
relaxante nas células musculares, apés a enzima cNOS ser ativada por estimulos
NocCivos. (www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0102-
86502002000600011)

Muitos estudos realizados nos anos 90 demonstraram que a inibicao local da sintese
de NO na medula espinhal por inibidores administrados por via intratecal de NOS, tais
como L-NAME e L-NMMA, que inibem todas as trés isoformas de NOS de um modo néo
especifico, conduziu a reducao da resposta nociceptiva em varios modelos animais de dor
inflamatéria e neuropatica. (70,71) Experiéncias mais recentes com inibidores seletivos de
NOS e ratos deficientes de NOS revelou que a nNOS é a enzima produtora de NO mais
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importante na medula espinhal durante o desenvolvimento e manutencdo de dor
inflamatéria e neuropatica. (72) A isoforma INOS pode também contribuir para o
processamento de dor inflamatéria, enquanto que eNOS obviamente ndo esta envolvido no
processamento da dor. (72,73)

A sinalizagédo pelo NO depende de varios mecanismos, incluindo a produgdo de
cGMP apos a ativacdo de NO-sCG, S-nitrosilacao, nitrosilagdo da tirosina e a interacéao
com o superoxido para formar peroxinitrito. (74) H& evidéncias consideraveis de que o NO-
sCG é o mais importante alvo para o NO durante o processamento nociceptivo.
Considerando as respostas nociceptivas agudas nao sao afetadas, os ratos CG-KO que
demonstrou uma redugao consideravel no comportamento nociceptivo em modelos de dor
neuropatica e inflamatéria. Estes dados sugerem que a sintese de NO mediada pelo cGMP
nao esta envolvida em reflexos de dor aguda ou dor de sensibilizagdo. (26)

O principal receptor intracelular de NO é a sCG. Sua ativacdo por meio do NO,
resulta na conversao do trifosfato de guanosina para o segundo mensageiro cGMP. A via
de NO-cGMP sinalizacdo esya presente em neur6nios da medula espinhal e tem sido
implicada na plasticidade sinaptica, tais como a sensibilizagao central. (70)

Alguns estudos sugerem que a hiperalgesia térmica apresentada apoés a ligacao do
nervo ciatico € mediada pela producédo de NO e a subsequente ativagdo da sCG na medula
espinhal lombar. (75) Estes resultados indicam que o NO pode desempenhar uma papel
nos mecanismos centrais envolvidos no desenvolvimento de fenémenos nociceptivos apos
lesao inflamagao periférica. (66) Além do papel de nociceptor do NO, varias linhas de
evidéncia indicam que o NO induz a analgesia e também pode mediar o efeito anti-
nociceptivo central e periférico de alguns compostos analgésicos, como opiodides, anti-
inflamatoérios ndo esteroidais e produtos naturais. (76,77) Dados sugerem que a agao
analgésica de NO também depende de uma via de sinalizagéo intracelular envolvendo a
formagéo de cGMP. Em adicao aos dados que mostram que compostos doadores de NO
induzem anti-nocicepgao periférica, também se mostrou tal agdo do NO ao nivel central.
(66)

Todos esses dados apresentados demonstram que o efeito analgésico do NO
depende de uma via de sinalizag&do intracelular. A primeira etapa nesta via envolve a

formagcédo de cGMP, ativacdo de PKG e a consequente abertura dos canais de K*. QOutros
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dados indicam também que a via NO-cGMP-PKG medeia o efeito analgésico de varias
drogas, incluindo opiaceis, dipirona e alguns agenes anti-inflamatérios. Os mecanismos
pelos quais estes farmacos estimulam a producdo de NO nao foram ainda bem
caracterizadas. (66)

Prado et al. (78) observaram que diferentes doses de NO podem induzir um duplo
efeito sobre o sistema nociceptivo. Estes autores demonstraram que a aplicagéo local de
um creme contendo um doador de NO, SNAP (1% e 5%), reduziu significativamente a
hiperalgesia tatii num modelo de dor incisional em patas de animais. O efeito anti-
nociceptivo do doador foi detectado duas horas apés a aplicacdo da droga e persistiu por
pelo menos 24 horas. Em contraste, as concentragdes mais elevadas de doadores de NO
produziram menor efeito anti-nociceptivo. Além disso, um creme contendo 30% de SNAP
causou um efeito hiperalgésico significativo, detectado 24 horas apds a administracdo da
droga. E importante salientar que o efeito anti-nociceptivo foi significativamente inibido
apenas na pata tratada com o creme de SNAP, mas permaneceu inalterado no membro
contralateral. (66) Esses dados, considerados em conjunto, indicam que o efeito pré ou
anti-nociceptivo do NO depende do tipo e da fase do estimulo nociceptivo usado (mecénico
ou térmico) (79-81) e que doadores ou inibidores de NO, dependendo da dose, poderiam
causar nocicepg¢ao ou anti-nocicepg¢ao. (78,80)

O SNAP e o s-nitrosoglutationa (GSNO), tém sido utilizados em inimeros estudos
como molécula doadora de NO, porém poucos estudos abordaram suas vias de

metabolizagéo celular. (82)
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2. OBJETIVOS

O objetivo geral deste estudo foi avaliar o efeito do SNAP sobre processos dolorosos
relacionados a cornea in vitro e in vivo, visando a possibilidade de sua aplicagdo como um

modulador de dor ocular por meio do TRPV1.

2.1. Objetivos Especificos

1. Confirmar a diferenca na expressao do TRPV1 na cérnea de camundongos C57BL/6
e TRPV1-knockout, por meio de testes de imunofluorescéncia.

2. Comparar a viabilidade celular de células do epitélio da cornea de camundongos em
cultura, apés o tratamento com SNAP.

3. Comparar a resposta a estimulacao dos receptores TRPV1 com CAP em células do
epitélio corneano de camundongos C57BL/6 e TRPV1-knockout em cultura, tratadas
ou ndao com SNAP, por meio de medidas de influxo de calcio.

4. Comparar a resposta dolorosa em camundongos C57BL/6 e TRPV1-knockout,
tratados ou ndo com SNAP, a estimulagao corneana pela CAP.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Modelo Animal

Para este estudo foram utilizados 40 camundongos C57BL/6 machos de 15 a 20
gramas, fornecidos pelo Biotério Central do Campus da USP de Ribeirdo Preto. Também
foram utilizados 22 camundongos C57BL/6 machos TRPV1-knockout de 15 a 20 gramas,
fornecidos pelo Biotério do Departamento de Farmacologia do Campus da USP de
Ribeirdo Preto. Todos os animais foram acondicionados em caixas adequedas, com racao
e agua ad libitum.

O presente trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentagdo Animal
da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de Sao Paulo (nimero do
processo: CETEA 114/2006) (Anexo 1).

3.2. Cultura de células epiteliais da cornea

As cérneas de 10 camundongos C57BL/6 e TRPV1-knockout foram coletadas ap6s
sedacdo com quetamina (0,15mL/Kg) e xilazina (0,15mL/Kg), por via peritoneal para
posterior sacrificio por deslocamento da coluna cervical. A coleta foi realizada com
instrumentos devidamente esterilizados e as amostras foram lavadas em solucao
fisiolégica, colocando em placa de petri com 5,0 ml de solugdo balanceada Hank’s-HBSS
(GIBCO®, Invitrogen Co., CA, EUA) e transportados num isopor com gelo até iniciar os
procedimentos na capela de fluxo laminar. Sob condigdes assépticas, as corneas foram
fragmentadas para utilizagdo da regido central da cornea e cortadas ao meio, utilizando
pinga e tesoura cirurgica, sendo posteriormente lavadas com 1,0 ml de Hank’s-HBSS e
colocadas, com o epitélio voltado para cima, em pogos de cultura (placa de 24 pogos) com
50 ul de Soro Fetal Bovino (SFB) e mantidas por 24 horas em estufa a 37°C com 5% de
COs2. Apbs este periodo, foi adicionado, por trés dias, 50 ul de meio de cultura (DMEM-F12,
gentamicina 50 ug/ml, antibiotic-antimycotic (100X) 1.25 pg/ml (Invitrogen — GIBCO, BRL,
Grand Island, NY, USA), SFB 10% (Sigma-Aldrich Co., Mo, EUA), insulina humana 5 pg/ml,
DMSO 0.5%, hidrocortisona 0.5 pg/ml, fator de crescimento epidermal recombinante
humano (hrEGF) e toxina colera A subunidade 30 ng/ml (Sigma Aldrich, St. Louis, MO,

USA) e incubados em estufa a 37°C com 5% de CO2. A troca de meio de cultura foi
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realizada a cada dois dias e apos 7 dias os tecidos foram removidos e analisados, em
microscopio invertido, a proliferacdo de células epiteliais até namero satisfatério para

realizagao dos experimentos (Figura 2). 14°

Figura 5. Microfotografia de uma cultura de células epiteliais da cérnea de camundongo
C57BL/6 macho no 12° dia e TRPV1 -/-;, em primeira passagem e com confluéncia
estimada em 80%. As imagens foram feitas em microscépio invertido para cultura celular
TCM400 - Labo America, Fremont, CA, USA. Aumento 200x.

3.3. Tratamento com S-Nitroso-N-Acetilpenicilamina (SNAP)

Apdés o estabelecimento das culturas de células epiteliais da cérnea dos
camundongos C57BL/6 e TRPV1-knockout, seis pocos de cultura com células originarias
de cada linhagem animal, confluentes a 100%, foram tratadas com SNAP 1mM (Sigma
Aldrich) durante 3 horas diluido no mesmo meio de cultura. Adicionalmente, outros seis
pocos de cada linhagem foram usados como controles, apenas com a troca concomitante
de meio de cultura sem a droga testada. Apds o periodo de tratamento, as amostras foram
coletadas para realizagdo dos experimentos, visando leituras em triplicatas.

3.4. Viabilidade Celular
Apl6s o tratamento, 0 meio de cultura com a droga foi removido e 0s pogos (em
triplicatas) foram lavados com solucéo salina em tampao fosfato e tripsinizadas com 200 pl
de Tripsina-EDTA 0,5% (Invitrogen — GIBCO, BRL, Grand Island, NY, EUA). Ap6s 10
minutos de incubagao e confirmacao da liberagdo das células dos pog¢os, adicionou-se 200

ul de meio de cultura, o qual foi homogeneizado e centrifugado por 5 minutos a 1000 rpm
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(4°C). O sobrenadante foi descartado e o precipitado de células foi ressuspenso com 60 pl
de meio de cultura. Entdo misturou-se 10 ul da suspensao de células com 10 pl da solugéo
deazul de trypan 0.4% (Invitrogen - GIBCO, BRL, Grand lIsland, NY, USA). Apds
homogeneizagao, transferiu-se 10ul desta solugcdo para lamina especifica de leitura no
contador de células Countess™ Automated Cell Counter (Invitrogen Corporation, CA,
EUA).

3.5. Medidas do Influxo de Calcio

Ap6s as células terem sido tratadas com SNAP nas triplicatas remanescentes,
preparou-se 50 pl de uma suspensado contendo um total de 2,0x10* de células, a qual foi
semeada em uma placa de cultura de 96 pocos com paredes pretas. Foram adicionados 4
ul do reagente Fluo-3AM (4 uM) e incubado por 40 minutos em estufa a 37°C e 5% de COa,
seguida de centrifugacédo para lavagem com 200 ul de meio de cultura DMEM sem fenol
(Invitrogen — GIBCO, BRL, Grand Island, NY, EUA) para a leitura no aparelho FlexStation,
a fim de se analisar o influxo de calcio intracelular por Unidade Relativa de Fluorescéncia
(RFU).

Metade dos grupos foi estimulada com 50 ul de CAP 1 pl, injetada diretamente pelo
equipamento na hora da leitura, para indu¢do do influxo de célcio, como forma de se
discriminar a ativacao do TRPV1 dentre os grupos, conforme descrito anteriormente por
Gregory Smutzer e Roni K. Devassy (82).2°0 Em nosso modelo, as seguintes condicdes

foram comparadas: controle, controle mais CAP, SNAP e SNAP mais CAP.

3.6. Imunofluorescéncia

Os globos oculares de um camundongo C57BL/6 e um camundongo TRPV1-
knockout foram coletados ap6s sedacdo com quetamina veterinaria (75mg/kg) e xilazina
(10mg/kg), por via peritoneal para posterior sacrificio por deslocamento da coluna cervical.
Eles foram lavados em soro fisioldgico, colocados em uma cubeta com Tissue-Tek O.C.T.
(Optimal Cutting Temperature) e mergulhadas em acetona resfriada com gelo seco até
total congelamento. Posteriormente, cortes de 10 um de espessura foram realizados no
criostato e distribuidos em |aminas silanizadas. Posteriormente, foram incubados com

anticorpo primario VR1 (P-19) (sc 12498, goat polyclonal IgG, Santa Cruz) diluido 1:25 em
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PBS+BSA por 2 horas e apo6s lavagens com PBS, foram incubados com anticorpo
secundario DnK pAb (goat IgG, Dy Light® 488, ab 96931) diluido 1:300 em PBS+BSA por 1
hora. A montagem das laminas foram realizadas com ProLong® Gold Antiafade Reagent
with DAPI (Life Technologies).

3.7. Avaliacao comportamental de dor ocular

Os camundongos de ambas as linhagens foram submetidos ao tratamento com
1imM de SNAP (1 gota de 4uL em olho direito), de 1 em 1 hora por trés vezes, e
posteriormente estimulados com 1uM de CAP (1 gota de 4ulL, unica aplicacdo) para
realizagao de filmagem do comportamento de dor animal relacionada ao estimulo (n = 5
por grupo), apos aclimagao animal ao ambiente de estudo. Os animais controles de cada
linhagem foram submetidos apenas estimulagdo com 1uM de CAP para realizacao do
mesmo protocolo de filmagem (n = 5 por grupo). Os videos gravados foram analizados de
maneira mascarada para o examinador, por meio da contagem do niumero de movimento

pata ao olho estimulado, em um minuto.

3.8. Analise Estatistica

Os dados coletados foram apresentados, utilizando-se pardmetros usuais de
estatistica descritiva, por meio de frequéncia, média e erro padrdo. ApoOs testes de
normalidade, os grupos foram comparados utilizando o teste ndo-paramétrico para
variaveis continuas U-Mann Whitney e Kruskal-Wallis (software Prism 5.0 e GraphPad
Instat - GraphPad Software Inc., CA, EUA). Valores de p<0,05 foram considerados como

estatisticamente significativos.
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4. RESULTADOS

4.1. Acao do SNAP e CAP em cultura de células epiteliais

Os resultados obtidos pela analise do influxo de calcio mostraram que a CAP induziu
aumento significativo no influxo de calcio quando comparado ao controle (sem adi¢cao de
CAP) apenas nas amostras advindas de animais C57BL/6. Além disso, o tratamento com
SNAP bloqueou significativamente o influxo de calcio nestas amostras (teste de Kruskal-
Wallis, p = 0,0077). Nao se observou nenhuma diferenca significativa nas respostas de
amostras de animais TRPV1-knockout, com os tratamentos realizados (Figura 3).

40 C57BL/6 TRPV1- KO

*

Influxo de Cat+*
Absorbancia relativa (570nm)

Grafico 1. Influxo de calcio realizado em cultura celular do epitélio da cérnea de
camundongos C57BL/6 e TRPV1- knockout, apds 12 dias de cultura. Foram comparados
os controles, CAP 1pM, SNAP 1mM e ambos SNAP/CAP.
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4.2. Viabilidade da cultura de células epiteliais apos tratamento

Nao foram observadas diferencas significativas na viabilidade das células epiteliais
da cérnea em cultura (camundongos C57BL/6) com o tratamento com SNAP (1mM) (teste
U de Mann-Whitney, p = 0,2149) (Figura 4).

104

8+

Viabilidade celular (x10* células)

Controle

Grupos

Grafico 2. Comparacao dos valores de viabilidade celular entre as amostras de células do
grupo controle com as amostras de células do grupo tratado com SNAP (1nM).

4.3. Expressao corneana do TRPV1
Os globos oculares dos camundongos C57BL/6 apresentaram intensa marcacao
imunofluorescente aos receptores TRPV1 na camada basal do epitélio da cérnea. Porém,

ndao foram observadas marcacgdes significativas nos camundongos TRPV1-knockout
(Figura 5).
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Figura 6. Fotomicrografias das corneas demonstrando a expressdao do receptor TRPV1
(cor verde) por ensaio de imunofluorescéncia na camada basal do epitélio de camundongo
C57BL/6 (esquerda) e sua auséncia no camundongo TRPV1-knockout (direita). Além da
marcacao dos nucleos das células (cor azul). Aumento 400x.

4.4. Avaliacao comportamental de dor ocular

Animais TRPV1-knockout apresentaram menores médias de piscadas apds a
estimulacdo com CAP que os animais C57BL/6, porém as diferencas ndo foram
significativas. Os camundongos C57BL/6 pré-tratados com SNAP 1mM apresentaram
diminuicao significativa no numero de movimento pata ao olho, em relacdo aos controles
(teste U de Mann-Whitney; p = 0,0101). Tal tratamento ndo se acompanhou da observacao
da diminuicao no numero de movimento pata ao olho nos animais TRPV1-knockout (Figura
6).
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Grafico 3. Distribuicdo do numero de movimento pata ao olho em resposta a uma solugao
de CAP 1uM instilada nos camundongos C57BL/6 e TRPV1-knockout pré-tratados ou nao
com 1mM de SNAP (n= 10/grupo).
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5. DISCUSSAO

O presente estudo demonstrou a abundante expressdo do receptor TRPV1 na
camada basal do epitélio da cornea de camundongos C57BL/6, mas presenca mais baixa
nos animais TRPV1-knockout, nos quais a localizagdo dos TRPV mostrou-se em neurdnios
e em diferentes tipos de células da cornea (84,85). Além disso, este trabalho mostrou que
na cultura de células da cornea dos animais TRPV1-knockout ndo foi observado aumento
do influxo de célcio apés estimulo com CAP, ao contrario do evidenciado em amostras dos
animais selvagens (C57BL/6). Porém, o tratamento com SNAP nos animais selvagens se
acompanhou da diminuicao significativa do influxo de célcio e do comportamento doloroso
in vivo, ambos induzidos pela estimulacdo com CAP.

Esses resultados evidenciam a necessidade de se investigar mais sobre o0s
doadores de NO como possiveis moduladores antinociceptivos, por meio do bloqueio
observado no influxo de calcio relacionado aos receptores TRPV1. Os dados revelaram
que a SNAP inibiu o influxo de calcio sem afetar a viabilidade das células, do mesmo modo
que anteriormente fora observado em neurénios do ganglio da raiz dorsal, tendo reduzido
significativamente a dor da cérnea induzida por CAP em camundongos C57BL/6 (86).

Além disso, a presenca de TRPV1 no epitélio da cornea, foi recentemente descrita e
correlacionada com diferencas significativas na dinamica de cicatrizacdo de lesdes
corneanas, mas também com uma inflamagdo mais intensa, em resposta a agressao
provocada (86,87).

Os camundongos TRPV1-knockout proporcionaram varias observagdes
comparativas com modelos animais que normalmente possuem esse receptor. O aspecto
comportamental, nimero de movimento pata ao olho, e sua reacédo foi avaliado em
camundongos TRPV1-knockout, porém néo foi significativo ap6s estimulagdo com CAP e
nem os pré-tratados. Mas nos camundongos C57BL/6 pré-tratados com SNAP, o numero
de movimento pata ao olho, diminuiu significativamente em relacdo ao controle. Neste
estudo também avaliamos os aspectos dolorosos entre os camundongos C57BL/6 e os
TRPV1 -knockout apds provocagao de dor com uma aplicagéo unica tépica ocular de CAP
revelando menor sensibilidade corneana nos camundongos TRPV1-knockout, medida pelo

namero de movimento pata ao olho, quando comparados com os camundongos normais.
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Um estudo anterior mostrou que o SNAP interfere com o influxo de célcio sobre os canais
de calcio por um mecanismo recentemente detalhado. Nstes estudo o autor revela que
residuos de cisteina citoplasmatico servem como NO sensores para canais de célcio HVA
(89).

A reducgéo da dor induzida em resposta a estimulagdo com CAP em camundongos
C57BL/6, mas nao em TRPV1-knockout, com o tratamento com SNAP aumenta a chance
potencial de seu uso como um medicamento topico analgésico, uma vez que a ativagao de
receptores TRPV1 promovem o desencadeamento de sinalizagdo dolorosa. Um estudo
rescente, mostra a sensibilizacdo de nociceptores apds ceratite por radiagdo UV pela
provavel agdo de mediadores inflamatérios nos canais TRP expresso seletivamente nos
terminais nervosos sensoriais (90).

Além disso, estudos sugerem que a concentracdo de NO liberado pode ser
determinante para explicar efeitos anti ou pré-nociceptivos. Como por exemplo, doses
elevadas de SIN1, outro doador de NO, podem causar dor neuropatica, mas 0 mesmo
usado em doses reduzidas age como anti-nociceptivo. Observado por uma complexa curva
de dose-resposta apds 20 minutos da administracao intratecal nos animais. (65,80). Tais
observagdes indicam a necessidade de acerto cuidadoso das doses topicas do SNAP,
quando de sua aplicacdo em eventuais estudos pré-clinicos, utilizando outras espécies, e
de eficacia em humanos.

Em resumo, o presente estudo mostra o envolvimento dos receptores TRPV1 em
processos nociceptivos corneanos, comprovado por meio das diferengcas observadas nas
respostas a estimulos celulares e comportamentais em camundongos TRPV1-knockout. E
a inibicdo do influxo de calcio através do TRPV1 mediada pelo SNAP pode ser associada
ao controle da dor aguda na cornea induzida por CAP. Estes resultados aumentam as
expectativas para o desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas para o alivio da

dor corneana, por meio de uso de colirios contendo doses adequadas de doadores de NO.

44



6. Conclusoes

45



6. CONCLUSOES

1. Os receptores TRPV1 se localizam na camada basal do epitélio da cérnea dos
camundongos C57BL/6, porém nao se observou expressao significativa deste receptor em

cérneas de animais TRPV1-knockout.

2. Nao foi observada diferenca significativa na viabilidade de células do epitélio da cérnea

em cultura com o tratamento com SNAP 1mM.

3. O tratamento com SNAP 1mM promoveu a inibicao significativa do aumento observado
no influxo de calcio induzido pela CAP em células da cornea de camundongos C57BL/6.
Amostras celulares de animais TRPV1-knockout apresentaram menores valores de influxo
de calcio que os controles selvagens, sem diferencas significativas com tratamento com
SNAP 1mM.

4. Os camundongos C57BL/6 pré-tratados com SNAP 1mM apresentaram menor resposta

dolorosa a estimulacdo com CAP, caracterizada pelo menor numero de movimento pata ao

olho, fato nao observado em animais TRPV1-knockout.
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CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo para Uso de Animais em
Experimentagdo n° 038/2013, sobre o projeto intitulado “Sinaliza¢do da
inflamag¢do e proliferagdo celular do epitélio da cornea.”, sob a
responsabilidade do Professor Doutor Eduardo Melani Rocha esta de
acordo com os Principios Eticos em Experimenta¢do Animal adotado pelo
Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA) e
foi APROVADOQO em reunido de 27 de maio de 2013.

We certify that the protocol n® 038/2013, entitled “Signaling of inflammation and cellular proliferation
of the corneal epithelium”, is in accordance with the Ethical Principles in Animal Research adopted by
the National Council for the Control of Animal Experimentation (CONCEA) and was approved by the
Local Animal Ethical Committee from the School of Medicine of Ribeirdo Preto of the University of Sdo
Paulo in 05/27/2013.
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