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RESUMO

NETO, Beatriz Stein. Papel da enzima Aldeido Desidrogenase-2 e de Aldeidos
Reativos na Dor Neuropatica. 2019. 74. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias -
Toxinologia) — Instituto Butantan, Séo Paulo, 2019.

O controle da dor neuropatica € um desafio e uma necessidade clinica ndo atendida.
A aldeido-desidrogenase 2 (ALDH2) € uma enzima mitocondrial responsavel pelo
metabolismo de aldeidos reativos, incluindo o acetaldeido, 4-hidroxinonenal (4-HNE)
e malondialdeido (MDA). A geragdo enddégena de aldeidos reativos ocorre sob
estresse oxidativo e peroxidagao lipidica. Nosso grupo demonstrou que aldeidos
reativos estdo diretamente relacionados com a génese da dor aguda inflamatéria,
uma vez que a Alda-1, uma pequena molécula que ativa seletivamente a ALDH2
induz analgesia por reduzir os niveis desses aldeidos no tecido inflamado. No
entanto, o papel dessa enzima na dor neuropatica & desconhecido. Portanto, o
objetivo deste projeto foi investigar se a ativagao sustentada da ALDH2 seria capaz
de controlar a dor neuropatica em camundongos. Para tanto, utilizamos duas
estratégias: (a) perda de fungéo da ALDH2, por meio da utilizagdo de camundongos
transgénicos portadores de uma mutacdo que inativa a ALDH2 (ALDH2*2) ou
inibicdo farmacolégica da ALDH2 (Aldi) e (b) ganho de fungdo da ALDH2, por meio
da administracdo de Alda-1. Animais selvagens C57/BL foram utilizados como
controle. A neuropatia foi induzida pela constricdo crénica do nervo isquiatico (CCI).
O limiar nociceptivo foi determinado, antes e por 28 dias apos a cirurgia, utilizando o
método de filamentos de von Frey. Apds a avaliagdo nociceptiva, amostras de
tecidos envolvidos nas vias nociceptivas como a medula espinal, ganglio da raiz
dorsal (DRG), nervo isquiatico e sangue foram obtidas para detecgédo de adutos de
4-HNE por Western blot ou ensaio de ELISA competitivo. O MDA foi quantificado por
deteccdo de substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS). Nossos
resultados mostraram que CCI diminuiu o limiar nociceptivo (hiperalgesia), tanto nos
camundongos selvagens quanto ALDH2*2, por todo o periodo de observagdo, ou
seja, 28 dias). A Alda-1 bloqueia a hiperalgesia induzida pela CCI nos animais
selvagens por 14 dias. Esse efeito ndo é mais detectado no 21° e 28° dias. Com
relacdo aos animais ALDH2*2, a Alda-1 induz analgesia por 14 dias. Este efeito
analgésico & parcial no 21° e 28° dias. Os ensaios bioquimicos demonstraram que a
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CCI nao alterou os niveis de adutos de 4-HNE com proteinas da medula espinhal,
nervo isquiatico ou DRG. Interessantemente, detectamos aumento nos niveis deste
aldeido no soro de animais, 7 dias apos a CCl. A elevagao sistémica de 4-HNE é
acompanhada de aumento de MDA no nervo isquiatico. A elevagao desses aldeidos
é controlada pela ativagdo sustentada da ALDH2 pela Alda-1. Nao detectamos
alteracao significante nos niveis desses aldeidos em animais ALDH2*2. Por outro
lado, a inibicdo da ALDH2 pela Aldi favoreceu o acumulo de MDA no nervo isquiatico
de animais operados, 28 dias apds a CCIl. Em conjunto, nossos resultados indicam
que a Alda-1 apresenta efeito analgésico em modelo de neuropatia. Esse efeito
parece ser decorrente da inibicdo de aldeidos circulantes e do seu acumulo no local
da lesdo. Assim, a ALDH2 pode ser um novo alvo terapéutico para o controle da dor

neuropatica.

Palavras-chave: Aldeido desidrogenase-2. Dor neuropatica. Hiperalgesia. Estresse

oxidativo. Aldeidos.
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ABSTRACT

NETO, Beatriz Stein. The Role of Aldehyde Dehydrogenase-2 Enzyme and
Reactive Aldehydes in Neuropathic Pain. 2019. 74 p. Master’s dissertation
(Master’s degree in Sciences - Toxinology) — Instituto Butantan, Sao Paulo, 2019.

Neuropathic pain control is a challenge and unmet clinical need. Aldehyde
dehydrogenase-2 (ALDH2) is a mitochondrial enzyme responsible for the metabolism
of reactive aldehydes, such as acetaldehydes, 4-hidroxinonenal (4-HNE) and
malondialdehyde (MDA). The endogenous generation of reactive aldehydes occurs
upon oxidative stress and lipid peroxidation. Our group demonstrated that reactive
aldehydes are directly involved with the genesis of acute pain, once that Alda-1, a
small molecule that selectively activates the ALDH2 induces analgesia by reducing
the levels of these reactive aldehydes in the inflamed tissue. However, the role of this
enzyme in neuropathic pain is still unknow. Therefore, the aim of this project was to
investigate if the sustained activation of ALDH2 is able to control the development of
neuropathic pain in mice. Thus, we used two strategies: (a) ALDH2 loss of function,
by using a transgenic mice that carriers an inactivating point mutation in ALDH2
(ALDH2*2) or pharmacological inhibition of ALDH2 (Aldi) and (b) gain of function, by
giving Alda-1 to mice. Wild type mice C57/BL were used as control group.
Neuropathy was induced by the chronic constriction of the sciatic nerve (CCl). The
nociceptive threshold was determined before and during 28 days after surgery, by
the von-Frey filaments method. After the nociceptive evaluation, samples of tissues
involved in the nociceptive pathway, such as spinal cord, dorsal root ganglia (DRG),
sciatic nerve and blood were obtained for the detection of 4-HNE adducts by Western
Blot or competitive ELISA assay. MDA was quantified by detection of reactive
substances to thiobarbituric acid (TBARS). Our results showed that the CCl reduces
the nociceptive threshold (hyperalgesia), both on wild type mice and ALDH2*2, for
the entire period of observation (28 days). Alda-1 blocks the hyperalgesia-induced by
CCI in the wild type mice. This effect persists for 14 days and is no longer detected
on days 21th and 28th. Regarding the ALDH2*2 animals, Alda-1 induces analgesia
for 14 days. This effect is partial on 21th and 28th days. The biochemical assays
demonstrated that the CCI did not alter the levels of 4-HNE adducts with proteins
from the spinal cord, sciatic nerve or DRG. Interestingly, elevation on the levels of
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these aldehyde were evaluated in serum, 7 days after CCl. The systemic increasing
in 4-HNE is accompanied by the elevation of MDA in the sciatic nerve. These
alterations are controlled by the sustained activation of ALDH2 by Alda-1. Alterations
of this aldehydes were not detected in ALDH2*2 mice. On the other hand, the
inhibition of ALDHZ2 by Aldi, contributed for the MDA sciatic nerve accumulation in the
of operated mice, 28 days afterwards. Together, our data indicates that Alda-1
presents analgesic effect in neuropathic pain models. This effect seems to be due
the inhibition of circulating aldehydes and accumulation at the injury site. Thereby,
ALDH2 could be a new therapeutic for the neuropathic pain control.

Keywords: Aldehyde-dehydrogenase-2. Neuropathic Pain. Hyperalgesia. Oxidative
Stress. Aldehydes.
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1. INTRODUCAO

A aldeido desidrogenase-2 (ALDH-2) € uma importante enzima mitocondrial
responsavel pela eliminacéo de aldeidos toxicos da célula’™>. Esta enzima catalisa a
oxidacao destes compostos a acidos menos reativos. Estudos realizados pelo nosso
grupo, mostram que a ativacao da ALDH-2, por uma pequena molécula, denominada
Alda-145, apresenta potente efeito antinociceptivo no modelo de hiperalgesia aguda
induzida pela carragenina. Este efeito € mediado pela diminuigédo dos niveis de
aldeidos no tecido inflamado. Contudo, a contribuicdo desta enzima bem como de
aldeidos téxicos em fendmenos nociceptivos crénicos ndo foi descrita até o

momento.

1.1Dor e consideragdes gerais

Dor € um sintoma comum na maioria das doencgas, nos acompanha desde o
nascimento e sua principal fungdo & atuar como mecanismo protetor contra
estimulos nocivos®. De acordo com a Associacdo Internacional para Estudo da Dor
(IASP), dor “é uma experiéncia sensorial e emocional desagradavel associada a
dano tecidual real ou potencial, ou descrita em termos de tal dano”.

Nesse contexto, € importante citar que o processo doloroso apresenta um
componente subjetivo relevante’. Portanto, usualmente a intensidade da dor esta
relacionada e depende das experiéncias anteriores de cada individuo. Como a dor
possui carater emocional, utilizamos o termo nocicepgéo para o processo neural de
codificagdo de estimulos nocivos (IASP). Sendo assim, a nocicepgao esta presente
na maioria dos casos dolorosos, contudo, pode ocorrer dor sem nocicepgdo e
nocicepgao sem dor 8.

A dor pode ser manifestada de duas formas: aguda e crénica. A dor aguda,
também conhecida como dor nociceptiva, € geralmente caracterizada por ser a
primeira resposta do organismo contra um estimulo ou agente nocivo, apresentando
uma curta duragéo, em geral, trés meses. A dor aguda pode ter origem inflamatéria,
que € uma resposta protetora e envolve células do sistema imune, vasos
sanguineos e mediadores inflamatérios. Vale lembrar que a dor € um dos cinco
sinais cardinais da inflamagao (edema; rubor; calor; dor e perda de func&o)®'°. Com
relacéo a dor crénica ocorre quando a dor aguda torna-se persistente, usualmente,
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ap6s trés meses de duracdo. Ela pode ocorrer quando o agente nocivo nao é
eliminado, por exemplo. A ndo resolugcédo da dor aguda pode ser classificada como
dor crénica inflamatoria, como a artrite reumatoéide, ou dor crénica nao inflamatoria,
como por exemplo a dor neuropatica. A definicdo mais recente para dor neuropatica
da IASP é “ dor causada por danos ao sistema nervoso somatossensorial devido a
trauma ou doenca”. Exemplos de neuropatia sdo: neuropatia diabética; neuralgia
pos-herpética; lesdes da medula espinal ou dor neuropatica pés-cirtrgica'”.

A dor crdnica € um grave problema de salde publica, afetando um nimero
significativo de pessoas e suas familias. Anualmente nos Estados Unidos sao
realizados mais de 100 milhdes de diagnésticos de dor crénica, sendo que, 50
milhdes sao classificados como dor parcial ou totalmente incapacitante. Estudos
recentes estimam que a dor neuropatica acomete cerca de 7-10% da populagdo
mundial. Apenas na América do Norte mais de U$ 600 bilhdes sdo gastos para o
tratamento da dor crénica por ano >4, O impacto e a severidade da dor crénica na
rotina funcional do individuo & moldado por uma complexa interacdo de fatores
biopsicossociais que determinam a experiéncia dolorosa de cada um'3,

E importante mencionar que, a dor neuropatica esta associada ao aumento de
prescricdes e visitas regulares ao médico. Tipicamente, pacientes apresentam um
conjunto distinto de sintomas, tais como: dor em queimacgéao, dor em pontada e dor
resultante de estimulos nao dolorosos, como o toque leve. Os sintomas persistem e
tendem a se tornar crénicos e responderem cada vez menos ao tratamento
farmacoldgico. Disturbios do sono, ansiedade e depressdo sdo frequentemente
diagnosticados em pacientes com dor neuropatica e a qualidade de vida dos
mesmos € geralmente mais prejudicada do que nos pacientes que apresentam dor
crénica n&o-neuropatica, ou seja, dor que nao origina da lesdo ou irritagdo dos

nervos'’,
1.2 Via nociceptiva — transmiss&o da dor

Como mencionado anteriormente, a dor deriva de uma disfungéo no sistema
nervoso somatossensorial devido a trauma ou doenca. Esse sistema permite a
percepgao do toque, pressdo, dor, temperatura, percepcdo espacial, movimento e
vibragéo. Os nervos somatossensoriais estdo presentes na pele, misculos, fascia e

articulagées, e incluem receptores que respondem a estimulos térmicos, mecanicos,
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quimicos e dolorosos (nociceptores), que enviam sinais para a medula espinal e em
seguida para o cortex cerebral, para posterior processamento do estimulo.

Os diferentes tipos de estimulos nocivos sdo captados por um conjunto de
fibras nervosas: fibras C ndo mielinizadas e fibras AS, caracterizadas por serem de
menor didmetro e mielinizadas, que sao diferentes dos sensores tateis mielinizados
(as fibras AB) e os proprioreceptores. E interessante mencionar que estudos tem
descrito que apoés lesao periférica, ocorre brotamento colateral de fibras AR de baixo
limiar para neurénios nociceptivos de segunda ordem encontrados no corno dorsal
da medula espinal’®.

Alem das fibras C e A8, existe um outro grupo de nociceptores nao-
mielinizados, sensiveis a estimulos térmicos e insensiveis a estimulos mecanicos,
denominados receptores “silenciosos” ou “adormecidos”  (silent/sleeping
nociceptors). Tais nociceptores nao estdo normalmente ativos e se tornam
excitaveis, ou ativos, apenas sob condicdes patologicas, por exemplo na vigéncia de
inflamacao®.7.

Os neurdnios que constituem as fibras nociceptivas séo pseudounipolares,
contendo um axénio dirigido a periferia, um corpo celular presente no ganglio da raiz
dorsal da medula espinal (DRG) e um axénio dirigido ao sistema nervoso central
(corno dorsal da medula espinal), onde ocorre a primeira sinapse do sistema de
transmissdo da dor. Os estimulos nociceptivos séo caracterizados como aqueles
capazes de gerar lesao tecidual potencial ou real e ativar nociceptores’®.

As propriedades fisico-quimicas dos estimulos nocivos (calor, frio, pressao e
produtos quimicos) sdo convertidos em atividade elétrica devido aos “fransient
receptor potential’ ou canais TRPs e canais purinérgicos, e a propagacao desse
impulso eletrico € amplificada por canais de sodio para gerar os potenciais de
acao’s.

As aferéncias das fibras nociceptivas primarias que transportam esses
impulsos periféricos formam sinapses glutamatérgicas (excitatérias) com neurénios
de segunda ordem, principalmente nas Iaminas (I e Il) no corno dorsal da medula
espinal, enquanto que as fibras nao nociceptivas formam sinapses nas laminas mais
profundas (Fig. 1). Na coluna dorsal, ocorre a integragdo e processamento dos
estimulos sensoriais e a transmissdo dessa informagdo da medula espinal é
realizada por varias vias para distintos locais de projecdo no cérebro. Sendo assim,

apos a propagacao da informacao nociceptiva dos neurénios de primeira ordem para
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os de segunda ordem, o estimulo nociceptivo € entdo modulado- inibitéria ou
excitatériamente- e os neurdnios de projecao levam a informagéo nociceptiva por
diferentes vias ascendentes, para centros supraespinais'® (vide figura 1).

Por exemplo, o trato espinotaldmico lateral projeta entradas sensoriais
multimodais de neuronios para o talamo lateral e esse fendmeno esta envolvido no
processamento sensorial e discriminativo dos aspectos da dor. Em contraste,
acredita-se que as areas que medeiam o aspecto emocional e os componentes
aversivos da dor envolvem o trato espinotaldmico medial e a projecdo do trato
espinoparabraquial ao tdlamo medial, além do envolvimento de estruturas limbicas.
A experiéncia da dor é percebida no cértex cerebral, e a informagéo é enviada de
maneira descendente a medula espinal para permitir a reagdo de retirada na

presenca de um estimulo nocivo™®.

Figura 1:Circuitos da dor
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Na presenca de uma lesdo neural periférica, por exemplo, ocorre a
degeneragdo dos neurbnios periféricos. No local onde ocorre dano celular, numa
tentativa de regeneracao, forma-se um neuroma, caracterizado pelo crescimento
benigno (ramificacdes) de tecido nervoso. Estudos utilizando microneurografia
neural, realizados com seres humanos acordados que tiveram algum membro
amputado e relataram sentir “dor fantasma” (sensacdo de sentir dor num membro
que nao esta mais ali), demonstraram registros de fibras aferentes projetando-se em
direcdo ao neuroma e estas apresentavam atividade ectdpica espontédnea, bem
como disparos atipicos de potenciais de acdo. Esses pacientes apresentavam dor
de queimacéo e sensagdes de choque elétrico, logo, esses dados sugerem que tais
sintomas estédo envolvidos com a atividade ectdpica aferente primaria, promovendo
hiperalgesia e dor espontéanea’®,

A definicao atual de hiperalgesia pela IASP é "um aumento da resposta
frente um estimulo normalmente doloroso”, e por sua vez alodinia € "dor devido a
um estimulo que normalmente ndo provoca dor’. Hiperalgesia e alodinia séo
fenémenos sensoriais que se desenvolvem em individuos normais apés uma lesao
periférica e podem também se desenvolver na pele ndo danificada em certas
condi¢cdes neuropaticas. A dor visceral também é frequentemente acompanhada por
sensibilizacdo e hiperalgesia na regido somatica de referéncia®. O termo
hiperalgesia & aplicado para o aumento da sensibilidade a dor e esta relacionada a
caracterizacéo desse fendmeno em seres humanos'®. Cabe ressaltar que os termos
hiperalgesia aplicam-se a diminuigéo do limiar de dor em humanos. Assim, como é
avaliada a nocicepgdo em animais, a diminugcéo do limiar nociceptivo &€ denominada
hipernocicepgao.

Durante o processo da transmissdo do estimulo doloroso periférico, pode
ocorrer a liberagéo de mediadores inflamatérios tanto no sistema nervoso periférico
quanto central. Esse processo & denominado neuroinflamacdo e pode resultar em
sensibilizacdo do sistema nervoso. Tal fendbmeno esta associado a mudangas
vasculares que podem ter como consequéncia o aumento de infiliracdo de
leucécitos. Dessa maneira, as células do sistema imune liberam entdo substancias
como: prétons extracelulares; citocinas e quimiocinas; bradicinina; prostaglandinas;
endotelinas; aminas simpaticas; substancia P e peptideo relacionado ao gene da
calcitonina (CGRP); ATP; oOxido nitrico entre outros, que estimulam ao

extravasamento de fluido e células do sangue. Podendo dessa maneira, interferir
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com a atividade dos neurdnios nociceptivos aferentes primérios ou na modulagéo da
dor no corno dorsal da medula espinal 10.16.21-25

Como observado até o momento a informagéo nociceptiva é detectada na
periferia através da captagdo dos estimulos pelas fibras nervosas aferentes em
forma de potenciais de agao elétricos. Estes sdo transmitidos bioquimicamente até
os centros supraespinais. Para a geragao desses potenciais de a¢do e a propagacgéo
do estimulo que resulta na sensagdo dolorosa, existem diversos receptores que
desempenham um papel crucial nesse processo e medeiam as influéncias na
transmissdo nociceptiva. Os principais receptores sdo os canais idnicos, que
regulam a excitabilidade neuronal numa escala de micro-segundos e em seguida os
receptores acoplados a proteina G que sdo ativados por diversos
neurotransmissores e neuromoduladores °.

Nos ultimos anos, estudos tem revelado canais idnicos como os TRPs; canais
para ATP; canais idnicos sensiveis a acido; canais Piezo (os que com a sua abertura
promovem o influxo de calcio, despolarizando os neurdnios sensoriais), como
receptores nociceptivos?®2?’. Dentre esses canais, certos TRPs como o TRPV1-4,
TRPA1 e o TRPM8 tem atraido consideravel atengéo por sua alta expressdo em
nociceptores, onde podem atuar como detectores e transdutores de estimulos
térmicos, quimicos e mecanicos. A ativacdo ou sensibilizagdo desses canais esta

intrinsicamente envolvida com a condigéo de dor patoldgica?® (Figura 2).
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Transdugdo do estimulo nocivo em impulso elétrico para os terminais periféricos das fibras
naociceptivas ndo mielinizadas C e mielinizadas Ad, sensiveis ao calor, estimulo mecénico, quimico e
frio. Essa atividade é conduzida a medula espinhal e apds a transmisséo do impulso para o cortex
cerebral a sensacao de dor & experienciada.

Fonte: @copyright Scholz, J e Wool, CJ., 2002.
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1.3 Mitocondria e estresse celular

Sabe-se que mecanismos bioquimicos na via nociceptiva possuem conexao
intrinseca com a mitocéndria devido ao seu envolvimento na produgéo de ATP, e,
consequente influéncia na liberagdo de neurotransmissores, implicando seu
importante papel na modulagdo da transmissdo do sinal nociceptivo. Logo, tal
organela é crucial na sobrevivéncia celular, ndo apenas por viabilizar a sintese de
ATP, mas também por controlar o metabolismo energético, sintetizar aminoacidos
nao essenciais, bases precursoras do DNA, horménios e moléculas da sinalizagdo
intracelular. Na ultima década, diversas evidéncias tém mostrado que a disfungédo
mitocondrial esta relacionada com doencas degenerativas, como Alzheimer e
Parkinson®2° e também com fenémenos nociceptivos®30:31,

A mitocdndria € a principal fonte de anions superoxidos e peréxido de
hidrogénio, oriundos principalmente dos complexos | e lll da cadeia transportadora
de elétrons. Em condicbes de homeostase, estas espécies de oxigénio sao
reduzidas por enzimas como a superoxido desmutase, -catalase,
glutationaperoxidase ou por “scavengers” como a vitamina E ou ubiquinol. Contudo,
em processos de envelhecimento, hipéxia ou na presenca de agentes exégenos,
como mediadores inflamatérios, pode ocorrer uma alteracdo no controle redox,
resultando em aumento excessivo nas concentragées de espécies reativas de
oxigénio (EROs). Em geral, o aumento exacerbado da produgdo de EROs pela
mitocdndria, resulta em reducdo da viabilidade celular. Esse fenémeno esta
diretamente associado a oxidacdo de DNA, lipideos, aglcares e proteinas
mitocondriais, resultando em uma série de anormalidades na mitocéndria, com
drastica reducdo do potencial da membrana interna mitocondrial, diminuigdo na
sintese de ATP, aumento da captagdo de calcio pela mitocéndria, prejuizo no
controle de qualidade de proteina mitocondrial e ativacdo de vias pro-apoptéticas,
por extravasamento de citocromo C para o citosol®?.

As EROs s&@o moléculas muito reativas, porém instaveis e, portanto, agem em
locais préximos aos locais onde foram produzidas e por um curto periodo de tempo.
Entretanto, a oxidacédo de lipidios insaturados, presentes na membrana da
mitocéndria, pelas EROs, pode formar moléculas extremamente estaveis e reativas,

que sao capazes de atuar em diferentes regidées na célula e reagir com diferentes
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proteinas e DNA. Dentre os oxidantes produzidos, encontram- se os perdxidos
lipidicos que podem ser metabolizados pela glutationaperoxidase. Contudo, na
presenca de um doador de elétron, este peréxido sofre uma reagdo nao-enzimatica
e se divide para produzir, por exemplo, um aldeido téxico, o 4-hidréxi - 2 - nonenal
(4-HNE).

1.4 Peroxidacéo lipidica e a formacao de aldeidos reativos (4-hidroxi-2-nonenal
(4-HNE) e malondialdeido (MDA))

Os constituintes estruturais dos lipideos, como triacilgliceréis, fosfolipideos,
esfingomielinas e esterdides, sao geralmente encontrados e estocados no tecido
adiposo do organismo de mamiferos®334, Os lipideos que compdem as membranas
celulares (fosfolipideos) possuem peculiar importéncia, pois controlam o estado
fisiologico das membranas de organelas através da modificagdo dos seus aspectos
biofisicos, como a polaridade e permeabilidade. Além disso, podem também
apresentar um papel importante como sinalizadores celulares. As principais enzimas
que geram mediadores de sinalizacao lipidica séo lipoxigenases, que medeiam
acidos hidroperoxi-ariquidénicos (HPETE), lipoxinas, leucotrienos, ou biossintese de
hepoxilinas apds a oxidacao de acido araquidénico (AA); ciclooxigenase que produz
prostaglandinas e citocromo P-450 (CYP-450), que gera acidos epdxi-araquidénicos,
leucotoxinas, tromboxano, ou prostaciclina®3, A sinalizacéo lipidica pode ocorrer
via ativagdo de uma variedade de receptores, incluindo receptores acoplados a
proteina G e nucleares¥,

De modo geral, a peroxidagao lipidica pode ser descrita como um processo
oxidativo, mediado por espécies radicalares, sobre componentes estruturais lipidicos
insaturados, especialmente em acidos graxos polinsaturados (PUFAs). Glicolipidios,
fosfolipidios e colesterol também sdo moléculas-alvo no processo de modificacao
peroxidativa. Tal processo envolve a abstracdo de um préton ligado ao carbono da
insaturacdo, seguido da insergdo de espécies oxigenadas, resultando na
modificacao e formacgéao de radicais peroxi e hidroperoxi na estrutura do lipideo®®. Os
lipidios também podem ser oxidados por enzimas como lipoxigenases,
ciclooxigenases e CYP-450.

Sob condig¢des fisiolégicas ou niveis baixos de peroxidacéo lipidica (condicbes

subtodxicas), ocorre a ativacdo de sistemas, ou vias de sinalizagdo, que regulam
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proteinas antioxidantes constitutivas. A ativacdo dessas enzimas contribui para a
manutencdo e sobrevivéncia celular, tornando-se uma resposta adaptativa ao
estresse. Em contraste, sob meédias ou altas taxas de peroxidagado lipidica
(condicbes toxicas) a extensdo do dano oxidativo sobrecarrega a capacidade de
reparo, e as células induzem apoptose ou morte celular programada; ambos os
processos podem levar a danos celulares e moleculares, contribuindo para o
desenvolvimento de estados patolégicos e envelhecimento acelerado3®42,

O processo global de peroxidacéo lipidica consiste em trés etapas: iniciagao,
propagacdo e terminacao®®4344 Na etapa de iniciacdo da peroxidagao lipidica, as
espécies radicalares (espécies reativas de oxigénio) sdo formadas como produto da
reagao do tipo Fenton. Tal reacao consiste na homdlise da ligacao perdxi promovida
pela oxidacédo (transferéncia de um Unico elétron) do Ferro (lI) ao Ferro (lll). Na
propagacao, os pro-oxidantes ou espécies reativas de oxigénio (EROs), como o
radical hidroxila, atacam o hidrogénio alilico formando o radical lipidico com o

carbono central (L -).O radical lipidico (L ), por sua vez, reage rapidamente com o

T N T

.....

vitamina E, doam um hidrogénio radicalar para as espécies LOO-, levando a um
correspondente radical da vitamina E que reage com outro LOO -, formando
produtos nao radicalares (Figura 3).
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Figura 3: Etapas da peroxidac¢do lipidica ndo enzimatica.
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Na etapa de iniciagdo, os primeiros radicais séo gerados por ferro ativo. Na etapa de propagacéo, os
radicais sdo capazes reagir com novos substratos, criando novos radicais. O passo de propagagéo se
repete até a etapa de terminagado, onde os radicais sao eliminados” por antioxidantes ou reagindo
com outro radical.

Fonte: M.M. Gaschler, B.R. Stockwell, 2017, adaptado.

Sendo assim, a peroxidagdo lipidica ou reagdao de oxigénio com lipideos
insaturados produz uma ampla variedade de produtos de oxidagéo. Os principais
(LOOH). Concomitantemente, pode haver a formagéo de co-produtos da oxidagdo
posterior aos LOOHSs, levando a formacao de aldeidos. A literatura descreve
extensivamente diversos aldeidos formados ao final da peroxidacao lipidica, assim
como a sua influéncia em processos metabdlicos. Dentre os mais estudados,

podemos citar o malondialdeido (MDA), propanal, hexanal e o ja citado 4-HNE. O
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MDA possui o maior carater mutagénico, ao passo que e o 4-HNE apresenta o maior
carater citotoxico®’.

O MDA é um produto gerado em processos enzimaticos in vivo durante a
biossintese do tromboxano A2 (TX2). O TX2 é um metabdlito biologicamente ativo
derivado do acido araquidénico (AA), formado pela agdo do tromboxano A2 sintase,
apos a atividade das ciclooxigenases (COX) nos endoperédxidos (PGH2 e PGG2) no
ciclo do AA. Uma que vez que o MDA é formado, este pode ser metabolizado por
enzimas ou pode reagir com proteinas dos tecidos ou DNA e formar adutos de alta
afinidade resultando em danos biomoleculares®’.

Paralelamente, o 4-HNE é um aldeido a,B-insaturado altamente reativo
formado a partir da quebra de acidos graxos poliinsaturados em ésteres de
colesterol, fosfolipideos e triglicerideos. Como descrito anteriormente, € um co-
produto da peroxidacéo lipidica e a via para sua produgao e biotransformacéo é bem
estabelecida. O 4-HNE exibe uma variedade de atividades biolégicas incluindo a
inibicao da sintese proteica, de acidos nucleicos e a inativacao de enzimas. Por esse
aldeido possuir um carbono eletrofilico, como dito anteriormente, localizado na
posicdo 3 da molécula. Este carbono pode formar uma ligagdo com residuos de
aminoacidos tais como cisteina, histidina ou lisiha da proteina alvo (adigéo
conjugada/Michael). Estudos tém demonstrado que cerca de 1 a 8% do 4-HNE
formado na célula modifica proteinas, resultando em perda de funcdo destas*s.
Ademais, a presenga desses adutos proteicos contribui no processo de biomarcagéo

em caso de ocorréncia e extensao de estresse oxidativo.

Figura 4: Aduto de Michael
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E interessante mencionar que, quando produzidos em niveis basais (i.e. < 1
MM), os aldeidos como o 4-HNE e MDA, atuam como moléculas sinalizadoras
intracelulares. Entretanto, sob condi¢cbes de estresse oxidativo, ocorre produgéo
exacerbada destes aldeidos, saturando as vias de seu metabolismo, o que favorece
modificagdes de moléculas biolégicas e o inicio de processos patolégicos. A
importancia clinica destes aldeidos decorre de sua habilidade em se difundir a locais
mais distantes de onde € produzido. Assim, pode ocorrer a formagéo de adutos com
diversas proteinas, modificando-as irreversivelmente. Estudos tém demonstrado que
0 4-HNE pode se ligar a albumina plasmatica, enzimas do metabolismo, proteinas
de membrana e citosdlicas, cadeia transportadora de elétrons, entre outros?’. Este
aldeido tem sido extensivamente relacionado a etiologia de diversas doengas, como
doencas cardiovasculares e hepaticas, € mais recentemente, a fenémenos
nociceptivos*®-%0, Trevisani e colaboradores (2007) mostraram pela primeira vez que
0 4-HNE é capaz de formar ligagdes covalentes irreversiveis com receptores TRPA1
(do inglés transient receptor potential A1).

Os receptores TRPA1 sdo canais permeaveis a célcio e podem ser ativados
tanto por fosforilagdo quanto por modificagbes covalentes. A ativacdo destes
receptores favorece o influxo de calcio, podendo induzir dor e inflamacéo
neurogénica por meio da liberagdo de CGRP (do inglés calcitonin gene related
peptide) e SP (substancia P). Estudos tém mostrado que os receptores TRPA1 sdo
ativados por isotiocianato, tiosulfinato e cinamaldeidos, compostos que constituem
os ingredientes picantes de alimentos como mostarda, alho e canela,
respectivamente. Interessantemente, a injegédo de 4-HNE em animais, ou a liberacéo
endbégena deste eletréfilo, acarretada por lesdo tecidual, induz nocicepcdo em
decorréncia da ativagdo de receptores TRPA1 e consequente liberacdo de

neuropeptideos*®.

1.5 Aldeido desidrogenase 2 (ALDH2) mitocondrial: modulacio alostérica
mediada por Alda-1

As aldeido desidrogenases (ALDHs) sdo um grupo de enzimas que catalizam
a oxidagao de aldeidos a seus acidos carboxilicos correspondentes, ndo toxicos, em
uma reacgao irreversivel dependente de NAD(P)+. Ja foram descritas dezessete
isoformas da ALDHSs, que estdo expressas em diversos tecidos. A ALDH2 é uma
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enzima homo-tetramérica localizada na matriz mitocondrial e é responsavel pela
oxidacao do acetaldeido produzido a partir da metabolizagdo do etanol, pela enzima
alcool desidrogenase. Esta enzima também metaboliza aldeidos alifaticos de cadeia
curta e cadeia longa, sendo responsavel pela convers@o oxidativa do 4-HNE a
aldeidos menos toxicos.

A localizagdo mitocondrial desta enzima €& de particular importancia na
remogéo de 4-HNE, uma vez que a membrana desta organela & rica em &cidos
graxos insaturados, sendo, portanto, importante alvo para o ataque de oxidantes
produzidos pela cadeia transportadora de elétrons.

Interessantemente, Chen e colaboradores (2008) mostraram que a ativagéo
ALDH2 (maior fosforilagéo) esta relacionada com o efeito cardioprotetor do etanol,
como redugao da area de infarto, por exemplo. Assim, a maior ativagdo da ALDH2
pelo acetaldeido diminui a formacao de adutos de 4-HNE em tecido cardiaco apos
isquemia. Este efeito benéfico decorre, pelo menos em parte, da remogao de 4-HNE
por esta enzima uma vez que este aldeido téxico regula negativamente a ALDH2, ou
seja, quanto maior os niveis deste aldeido, menor é atividade desta enzima, o que
contribui para a elevagdo dos niveis deste agente téxico®'.

Baseado nestes achados, Mochly-Rosen e colaboradores pesquisaram por
meio de high—throughput-screen (HTS), um ensaio automatizado que foi utilizado
para o teste, por fluorescéncia, de 60.000 moléculas candidatas a inibir a ALDH2, na
tentativa de descobrir uma droga capaz de aumentar a atividade da ALDH2
identificaram uma  pequena  molécula  N-(1,3-benzodioxol-5-dimetil)-2,6-

diclorobenzamida, denominada Alda-1.

Figura 5: Estrutura quimica da Alda-1
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Alda-1 aumenta a atividade de ALDH2 em até duas vezes, em comparagao
com sua atividade basal, e ndo apresenta atividade sobre a aldeido desidrogenase-1
(citosodlica) ou sobre a aldeido desidrogenase-5 (mitocondrial). Ainda, a Alda-1
aumenta em até 11 vezes a atividade da ALDH2*2 uma mutante da ALDH2, muito
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comum entre a populagdo asiatica. Esta mutacéo confere perda de até 95% na
atividade da ALDH252,

Estudos recentes com humanos demonstram que a populacdo asiatica
apresenta hiperalgesia mais intensa na preseng¢a de capsaicina ou acido latico,
quando comparado a caucasianos ou americano®-%%, Contudo, ndo existem estudos
mostrando se esta resposta & decorrente de diferengas sociais, culturais ou
genéticas. Assim, a importancia desta enzima, em processos nociceptivos, deve ser
considerada. Adicionalmente, o acetaldeido, substrato da ALDH2, induz nocicepgéo
por atuar em receptores TRPA1. Apesar destes dados, € importante ressaltar que
NossO grupo € pioneiro nos estudos relacionando a enzima ALDH2 e dor.

Estudos avaliando o beneficio da Alda-1 em tecidos cardiacos mostraram que
a ativacado da ALDH2 é suficiente para induzir cardioprote¢cdo em roedores e este
efeito € decorrente, pelo menos em parte, da diminuigédo na formacéao dos adutos de
4-HNE. Desta forma, a Alda-1 é uma promissora molécula na terapia de doencgas
cardiovasculares®®.

Assim, motivados pelos efeitos da Alda-1 sobre a atividade da ALDH2 e
remocao de 4-HNE, nosso grupo iniciou um estudo avaliando o efeito da Alda-1
sobre a hiperalgesia inflamatéria. Foi observado que a administracéo intraplantar de
carragenina promove aumento nos niveis de 4-HNE e aldeidos, como o
malondialdeido e acetaldeido, no tecido plantar de ratos, contribuindo para a
nocicepgéo. A ativagédo da ALDH2 pela Alda-1 promove reversdo deste processo
hiperalgésico, com diminuicdo nos niveis de aldeidos no tecido plantar.
Adicionalmente, o efeito antinociceptivo da Alda-1 néao é antagonizado por naloxona,
sugerindo que esta molécula nao pertence a classe dos opidides.

De fato, niveis elevados de 4-HNE sao detectados em doengas inflamatérias
e estédo envolvidos na nocicepgéo. Interessantemente, camundongos transgénicos
portadores do alelo asiatico ALDH2*2 que carregam a mutacdo E487K na enzima
ALDH2, apresentam maior hiperalgesia inflamatéria, quando comparados aos
animais selvagens, sugerindo que esta enzima apresenta um importante papel em
processos nociceptivos®’. Apesar destes dados, a importdncia desta enzima
mitocondrial para processos de nocicepgédo crénica ndo é conhecida.

Demonstramos anteriormente que a administracdo de Alda-1 é capaz de
reverter a hiperalgesia cronica induzida pela constricdo do nervo isquiatico de
camundongos C57/BL (CCl). Contudo, este efeito apresenta curta duragéo (2 horas).
Portanto, o intuito deste trabalho foi testar o efeito antinociceptivo da Alda-1
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administrada continuamente aos animais e avaliar o envolvimento da enzima ALDH2
no controle e modulagéo da nocicepgdo. Contudo, ndo sabemos se a deficiéncia
enzimatica na ALDH2 contribui para a antecipacdo da instalacdo da neuropatia.
Estudos que investiguem o mecanismo de agédo, bem como a busca de melhores
intervencdes farmacolégicas, como dose e periodo de administragéo da Alda-1, se

fazem necessarios neste modelo.
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2. JUSTIFICATIVA

A dor & um importante problema de saude publica que afeta
aproximadamente 1 em cada 5 individuos®®. Os farmacos opidides estdo entre os
mais prescritos para o tratamento da dor e também sdo responsaveis por grandes
complicagbes acidentais como “overdoses” e morte, além de induzir dependéncia,
tolerancia e a outras complicagdes®.

Portanto, se faz necessario o desenvolvimento de farmacos néo opidides que
apresentem menores efeitos adversos.

Nosso grupo vem demonstrando que a deficiéncia enzimatica da ALDH2
mitocondrial esta associada a nocicepgdo. A Alda-1, uma molécula ativadora da
ALDH2 € uma promissora molécula com atividade antinociceptiva em modelo agudo
de hiperalgesia inflamatéria e este efeito € decorrente da diminuicdo de aldeidos
toxicos no tecido lesado. Apesar destes dados, a participagdo da ALDH2 e aldeidos
toxicos em processos nociceptivos cronicos foi pouco investigada. Experimentos
realizados anteriormente indicam que a Alda-1 apresenta efeito antinociceptivo em
modelo de dor neuropatica induzida pela constrigdo crénica do nervo isquiatico de
camundongos. Estes dados revelam que a Alda-1 € uma promissora molécula com
atividade antinociceptiva em modelo de hiperalgesia crénica. Entretanto, ainda sdo
necessarios estudos complementares e mais aprofundados para avaliar

efetivamente o controle da ALDH2 através desta molécula.
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3. OBJETIVOS

Os objetivos geral e especificos desse trabalho consistiram em:

3.1Geral

O objetivo geral deste projeto de pesquisa foi investigar o papel da enzima
aldeido desidrogenase-2 no controle da dor neuropatica induzida pela constricdo
cronica do nervo isquiatico (CCl) de camundongos, caracterizando o envolvimento
de aldeidos toxicos enddgenos, como o 4-HNE, no desenvolvimento desse tipo de

neuropatia.

3.2Especificos

Os objetivos especificos foram investigar:
(a) o possivel envolvimento da ALDH2 enddgena no controle da hiperalgesia
neuropatica induzida pela constricdo do nervo isquiatico, por meio de tratamentos
farmacolégicos como a Alda-1, ativadora da ALDH2 e Aldi, inibidora da ALDH2,
utilizando mini-bomba osmética para a liberagéo controlada dos farmacos;
(b) se a CCl favorece a formacado de adutos de 4-HNE ou interferem com niveis de
peroxidacéo lipidica com proteinas da medula espinal, ganglio da raiz dorsal (DRG),
nervo isquiatico ou do sangue de camundongos selvagens e transgénicos
portadores do alelo asiatico ALDH2*2;
(c) o perfil curso-temporal do desenvolvimento de hiperalgesia de animais ALDH2*2
submetidos a cirurgia da constricdo do nervo isquiatico e falso operados, tratados

com Alda-1 administrada por meio de mini-bomba osmética de liberagdo continua.
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4. MATERIAL E METODOS

Para a apropriada realizagdo e desenvolvimento desse projeto foram
necessarios determinados materiais e utilizagdo de metodologias adequadas. Tais

processos estdo descritos a seguir.

4.1 Animais

Os experimentos foram conduzidos em camundongos C57BL, machos,
fornecidos pelo Biotério Central do Instituto Butantan. Camundongos transgénicos
portadores do alelo asiatico ALDH2*2 que carregam a mutacdo E487K na enzima
ALDH2 (Certificado de Qualidade em Biosseguranca 039/98). Estes animais foram
mantidos com agua e racao ad libitum em sala apropriada, com isolamento aclstico,
temperatura controlada (22°C +1) e ciclo claro-escuro (12:12 h), por um periodo
minimo de 3 dias antes dos experimentos. Utilizamos um n de 6 animais por grupo
experimental. Os procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comité de
Etica no Uso de Animais de Experimentagdo do Instituto Butantan (Protocolo n°
CEAUIB 7570250716) e realizados de acordo com o guia para uso de animais de
experimentacdo em estudos da dor, segundo a Associagdo Internacional para o
Estudo da Dor (IASP)®°,

4.2Induc¢ao da dor neuropatica

Para a indugé@o da dor neuropatica, foi realizada cirurgia no nervo isquiatico, de
acordo com o método descrito por BENNETT & Xie (1988)%", modificado por
diversos autores 254, Os camundongos selvagens ou ALDH2*2 foram anestesiados
com isofluorano. O nervo isquiatico foi exposto na regido mediana da coxa,
afastando-se o musculo biceps femoral. Préximo a trifurcagéo do nervo isquiatico,
foram realizadas 2 ligaduras (categute cromado 4-0) frouxas ao redor deste,
distantes entre si em aproximadamente 1mm. A incisédo foi suturada em camadas,
utilizando fio de sutura de seda numero 4-0. O grupo controle foi composto por
animais falso-operados, submetidos a mesma incisdo que os animais operados, com
a exposicao do nervo isquiatico, porém sem ligacdo ou compresséo do nervo.
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4.3 Avaliacao da sensibilidade dolorosa: determinacio da hiperalgesia

Para a avaliagédo do limiar nociceptivo em camundongos selvagens e ALDH2*2,
foram utilizados filamentos de von Frey, antes, 3, 7, 14, 21 e 28 dias apos a cirurgia.
Neste teste, os camundongos foram colocados, individualmente em gaiolas,
apoiadas sobre uma prateleira, para permitir acesso as regides plantares das patas
destes animais. Foi empregada uma série logaritmica de 9 filamentos de von Frey
(Aesthesiometer Semmer-Weinstein monofilamentos, Stoelting Co., E.U.A). A
calibragao dos filamentos €& definida como log 10 (mg x 10), tendo os seguintes
valores (o valor em gramas esta entre parénteses): 2,44 (0,04), 2,83 (0,07), 3,22
(0,16), 3,61 (0,4), 3,84 (0,6), 4,08 (1,0), 4,31(2,0), 4,56 (4,0), 4,75 (6,0). Os
filamentos foram aplicados de acordo com o método “up and down” descrito por
Chaplan (1994), um a um, perpendicularmente, sob a area plantar da pata posterior
e mantidos por um periodo de 3-5 segundos. Os ensaios foram iniciados com o
filamento de 0,6 g. Na ocorréncia da retirada da pata a este filamento, foi utilizado o
filamento imediatamente anterior (0,4 g). Na auséncia de resposta com o filamento
inicial de 0,6 g, o filamento posterior (1 g) foi aplicado, e assim sucessivamente. Os
filamentos de von Frey foram aplicados por seis vezes e a retirada ou n3o retirada
da pata foi registrada. A férmula utilizada para avaliar o limiar 50% neste modelo
(filamento de von Frey) é:

4.1.1.1.1 50% limiar = (10%*k-5)/10000

Sendo que:

Xf = valor (em unidades logaritimicas) do Gltimo filamento utilizado na
serie de seis aplicacdes dos filamentos de von Frey

K= valor (tabela) para o padréo de respostas positiva/negativa

0= media (em unidades logaritmicas) da diferenga entre estimulos
(flamentos)

Apos a obtencdo das medidas em gramas pela féormula apresentada, realizamos
uma normalizacdo das mesmas pela medida inicial com o intuito de comparar os
diferentes grupos. Sendo assim, estabeleceu-se a medida inicial como 100% e o dos
seguintes pontos de avaliagdo nociceptiva foram calculados de acordo com a

seguinte férmula:
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L(%)=V x 100/Vo

Onde: L(%)=percentual do limiar de dor/hiperalgesia

Vo= valor do limiar de dor basal

V = valor do limiar de dor em gramas de acordo com o dia de avaliagao®.

4.4Caracterizacdo do efeito das moléculas Alda-1 e Aldi sobre a dor
neuropatica

Baseado nos dados anteriores mostrando que a Alda-1 € capaz de bloquear a
hiperalgesia crénica induzida pela CCI (10 mg/Kg) por 2 horas e, em estudos de
colaboradores mostrando que a dose de 16 mg/Kg/dia (mini-bomba osmdética) &
efetiva em diminuir os sinais clinicos em animais com doenga arterial periférica,
iniciamos nossos estudos nesta ultima condicdo. Sendo assim, utilizamos uma mini
bomba osmética de liberagao controlada (0,25ul/hora (ALZET 2004)), que é inserida
subcutaneamente no dorso do animal na mesma cirurgia da CCl. A mesma
dosagem e modo de administragéo foram utilizados para a Aldi, molécula que age
inibindo a ALDH2%6,

4.5Preparacao das amostras de tecido

Os camundongos foram eutanisados por inalacdo de CO2 e 7, 14, 21 e 28 dias
apo6s a CCl e a medula espinhal (L4-L6), os ganglios da raiz dorsal (DRG, L4-L6) e 0
nervo isquiatico foram removidos, foi realizado um numero experimental individual,
ou seja, nao foram realizados pool de amostras. A amostra foi homogeneizada por
sonicacdo, em tampéo contendo Hepes-NaOH (1 M, pH = 7,9), NaCl (1,54 M),
EGTA (200 mM), Triton-X 100 (1 %), DTT (10mM) e inibidor de protease e fosfatase
(1:300). As amostras foram centrifugadas a 12000 g, por 20 min, a 4°C. A
concentragao de proteina foi determinada no sobrenadante pelo método de
Bradford®’.

4.6 Caracterizacao da formacao de adutos pelo 4-HNE na vigéncia de dor
cronica causada pela CCl por Western Blot
Para a avaliacdo da formagédo de adutos de 4-HNE com proteinas da medula
espinhal e DRG realizamos Western Blot®® de amostras de animais submetidos a
tratamento cirargico ou controle, na presenga ou auséncia de Alda-1.
As amostras foram homogeneizadas conforme descrito no item 4.5. Aliquotas

contendo de 15 a 30 ug de proteina total foram fervidas em tampéo Laemmli e
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posteriormente, submetidos a eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE
10%), em aparelho para minigel (Mini-Protean, Biorad, Brasil). Ap6s a separagao por
eletroforese, as proteinas foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose
(BioRad). A membrana foi bloqueada em TBST (20mM Tris-HCI, 150mMNaCl, e
0,1% Tween 20) contendo 5% de BSA por 4 horas, seguido pela incubagdo com
anticorpo anti 4-HNE (1:1000, Calbiochem, Merck EUA) overnight, a 4°C.
Posteriormente, a membrana foi lavada trés vezes com TBST e entdo incubada,
por 2 horas, com anti-lgG coelho conjugado a peroxidase (1:2000, Amershan). A
membrana foi incubada em solucao ECL (Pierce) por 60s e as bandas visualizadas
por meio de fotodocumentador digital (Uvitec Cambridge Franca). A densidade
Optica das bandas foi determinada pelo programa Totallab (Nonlinear Dynamics Ltd,
EUA) ou programa Imaged. A quantidade de proteina de cada amostra foi
normalizada pela incubacdo da membrana com anticorpo para GAPDH (1:10.000)

(ABCAM, EUA) e também pela marcagéo do Ponceau.

4.7 Avaliagdo da concentragdo de adutos de 4-HNE no soro de animais
submetidos a constri¢cao crénica do nervo isquiatico durante 28 dias.

O sangue foi obtido a partir do plexo orbital, utilizando-se uma pipeta Pauster de
vidro sem anticoagulante. O sangue foi coletado antes, 3, 7, 14, 21 e 28 dias apéds a
cirurgia. Apds a coleta, as amostras foram deixadas em temperatura ambiente por
30-40 minutos e centrifugadas a 3000 rpm durante 15 minutos para a coleta do
sobrenadante (soro), o pellet foi descartado. Os niveis de HNE foram detectados por
meio de um kit da CellBioLabs (HNE AdductCompetitive ELISA- STA-838), seguindo
o protocolo do mesmo®®. A analise foi realizada utilizando uma curva de polinémio 6,

dados calculados pelo Excel.

4.8Avaliacao dos niveis de peroxidagao lipidica na medula espinhal e
nervo isquiatico de animais submetidos a cci.

Como mencionado no item 1.4 da Introdugdo, o 4-HNE é um subproduto da
peroxidacéo lipidica. Niveis aumentados de peroxidagéo lipidica sdo encontrados
em pacientes portadores de inflamagdo e neuropatia, sendo considerados
marcadores do estresse oxidativo. Assim, alteragdo nos niveis destes compostos
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pode contribuir para a resposta inflamatéria e, consequentemente, para a
nocicepgao*®.

O nivel de peroxidacao lipidica foi determinado pelo ensaio de substancia reativa
ao acido tiobarbiturico (TBARS). Para tanto foi utilizado um kit comercial (Oxi-Tek
TBARS Assay kit; Zeptometrix, Buffalo, NY, EUA). Em resumo, ao homogenato da
medula ou nervo isquiatico de animais submetidos a constrigdo do nervo isquiatico
ou falso operados e ftratados com Alda-1 ou veiculo (conforme descrito
anteriormente), foi adicionado 100 uL de solugdo de dodecil sulfato de sédio. O
tampao reagente de acido tiobarbitlrico (TBA) foi preparado a partir da mistura de
0,5 g de TBA com 50 mL de acido acético e 50 mL de NaOH. Este tampé&o foi entédo
adicionado (2,5 mL) a 200 pL da amostra e entdo as amostras foram incubadas a
95°C por 60 minutos. Apos este periodo, as amostras foram resfriadas em gelo por
10 minutos, e centrifugadas a 3000g, por 15 minutos. Os sobrenadantes foram
removidos e a intensidade da fluorescéncia foi determinada em espectrofotémetro
(Molecular Devices, Spectramax M5e). A concentracdo de TBARS foi expressa em
nmol/mg de proteina, por interpolagdo da curva de malondialdeido, nas
concentragées de 0 a 200 nmol/L.

4.9 Analise estatistica

A analise estatistica foi realizada por meio de andlise de variancia (ANOVA) —
que compara mais do que duas médias populacionais usando um fator - de uma via
associada ao teste de Tukey’ ou de duas vias, seguida por Bonferroni, utilizado

para comparagbes multiplas. O indice de significancia foi p < 0,05.
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5. RESULTADOS

Os resultados obtidos através do desenvolvimento desse estudo serdo

descritos nesse item, e posteriormente discutidos a seguir.

5.1Avaliacao do envolvimento da ALDH2 na sensibilidade nociceptiva de
animais selvagens e transgénicos (ALDH2*2)

Com o intuito de caracterizar o envolvimento da enzima ALDH2 no
desenvolvimento da dor neuropatica induzida pela CCI, realizamos experimentos
comportamentais em animais selvagens e transgénicos portadores do alelo asiatico
ALDH2*2. Para tanto, realizamos tratamento prolongado com a Alda-1, por meio da
mini-bomba osmatica (mini-pumps) por 28 dias.

Como observado na Figura 6, a CCl promove diminuigdo no limiar nociceptivo
tanto de animais selvagens (WT), quanto animais ALDH2*2 (++) em comparagao
com o limiar basal, quando avaliados 7 dias apdés a cirurgia (70 e 80%,
respectivamente). Esse efeito permanece por todo o periodo de observacéo, ou
seja, 28 dias. Nao detectamos diferenca entre o limiar nociceptivo de animais
selvagens e ALDH2*2.

A administragéo de Alda-1 reverte totalmente a hiperalgesia induzida pela CCI
em animais selvagens, quando avaliados no 7° dia apés a cirurgia. O efeito
analgésico da Alda-1 foi parcial no 14° dia apés a CCIl. Nao detectamos efeito
analgésico da molécula, 21 ou 28 dias apds a cirurgia. Por outro lado, a Alda-1
reverte completamente a hiperalgesia em animais ALDH2*2, quando avaliados 7 e
14 dias ap6s a CCl. Nesses animais, a Alda-1 reverte parcialmente a hiperalgesia
quando avaliada no 21° e 28 dias apds a cirurgia.

Os animais falso operados (sham) tanto selvagens quanto ALDH2*2 (dados
nao mostrados) ndo apresentaram alteracéo significativa do limiar nociceptivo
durante todo o periodo de avaliagéo.
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Figura 6: Avaliagédo do desenvolvimento da neuropatia induzida pela constricdo
crénica do nervo isquiatico (CCl) durante 28 dias.
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(A) Animais operados, selvagens e transgénicos submetidos ao teste dos filamentos de von Frey,
utilizando-se a metodologia descrita por Chaplan 1994. O limiar nociceptivo esta expresso em gramas
(g). *Por comparagéo com medida inicial, # Por comparagéo com grupo CCl+veiculo (correspondente
a sua genotipagem), n= 10/grupo.

Fonte: Beatriz Stein, 2018.

Uma vez que néo detectamos diferenga na intensidade nociceptiva entre
animais selvagens e transgénicos, nosso préximo passo foi investigar se a inibicao
farmacologica da ALDH2 seria capaz de interferir com o limiar nociceptivo dos
animais operados. Para tanto, os animais foram tratados com um inibidor dessa
enzima, a Aldi.

Como observado na Figura 7 os animais operados e tratados com Aldi
apresentaram hiperalgesia (80%) a partir do 7° dia apés a cirurgia quando
comparado com a medida basal. O mesmo comportamento foi observado nos
animais tratados com veiculo. Esse efeito persistiu durante os 28 dias de avaliag&o
comportamental. Os animais falso operados nao apresentaram alteragéo

significativa no seu limiar nociceptivo por todo o periodo de observagao.
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Figura 7: Avaliacdo comportamental de animais tratados com inibidor farmacolégico
Aldi, durante 28 dias apés a CCI.
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(A) Animais operados, selvagens submetidos ao teste dos filamentos de von Frey, utilizando-
se a metodologia descrita por Chaplan 1994. O limiar nociceptivo foi expresso em
gramas (g). *Por comparagdo com medida basal (sham) n= 6/grupo, onde p<0,001.
Fonte: Beatriz Stein, 2019.

5.2Avaliacdo do efeito da Alda-1 nos niveis de adutos de 4-HNE com
proteinas da medula espinal e ganglio da raiz dorsal (DRG), 7, 14 e 28
dias apds a cirurgia.

Avaliamos os niveis de adutos de 4-HNE com proteinas da medula espinal e
ganglio da raiz dorsal em animais selvagens e transgénicos, tratados ou ndo com a
Alda-1, no 7°, 14° 21° e 28° dias apds a constricdo crénica do nervo isquiatico.
Como apresentado na figura 8, a CCl nao interfere com os niveis de 4-HNE na
medula ou DRG ipsilateral a cirurgia, quando avaliados no 7° dia apds a cirurgia. Os
dados da regido contralateral e também normalizados pelo Ponceau estao no anexo
1,2e3.

Nas figuras 9 e 10, pode-se observar os niveis de adutos de HNE com
proteinas da medula espinhal e DRG ipsilateral de animais selvagens e mutantes, 14

e 28 dias apos a cirurgia. Nao foram detectadas diferencas significantes entre os
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grupos tanto no lado ipsilateral a CCI (Fig. 9 e 10), quanto contralateral (dados no
item anexo 6, 7 e 8).
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Figura 8: Efeito da Alda-1 sobre os adutos de 4- hidroxinonenal (4-HNE) na medula

espinal e no ganglio da raiz dorsal (DRG) ipsilateral a constricdo crénica do nervo
isquiatico (CCI), 7 dias apos a cirurgia.
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(A e C) Imagem representativa do Western blot para adutos de 4-HNE com proteinas da medula
espinal e DRG ipsilateral & CCI. (B e D) Quantificacdo da densidade optica de todas as bandas. Os
valores obtidos foram normalizados pela expressdo de GAPDH e estdo expressos como % em

relagdo ao controle falso operado (sham) tratado com Veiculo. Ndo foi observada diferenca
significativa entre os grupos. n=4 — 6/grupo.

Fonte: Beatriz Stein, 2019.
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Figura 9: Efeito da Alda-1 sobre os adutos de 4- hidroxinonenal (4-HNE) na medula
espinal e no ganglio da raiz dorsal (DRG) ipsilateral a constrigdo crénica do nervo
isquiatico (CClI), 14 dias apés a cirurgia.
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(A e C) Imagem representativa do Western blot para adutos de 4-HNE com proteinas da medula
espinal e DRG ipsilateral a CCl. (B e D) Quantificagdo da densidade optica de todas as bandas. Os
valores obtidos foram normalizados pela expressdo de GAPDH e estdo expressos como % em
relagdo ao controle falso operado (sham) tratado com Veiculo. Ndo foi observada diferenga
significativa entre os grupos. n=4 — 6/grupo.

Fonte: Beatriz Stein, 2018.
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Figura 10: Efeito da Alda-1 sobre os adutos de 4- hidroxinonenal (4-HNE) na
medula espinal e no ganglio da raiz dorsal (DRG) ipsilateral a constricdo crénica do
nervo isquiatico (CCl), 28 dias apés a cirurgia.
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(A e C) Imagem representativa do Western blot para adutos de 4-HNE com proteinas da medula
espinal e DRG ipsilateral a CCl. (B e D) Quantificaggo da densidade Optica de todas as bandas. Os
valores obtidos foram normalizados pela expressdo de GAPDH e estdo expressos como % em
relagdo ao controle falso operado (sham) tratado com Veiculo. Nao foi observada diferenga

significativa entre os grupos. n=4 — 6/grupo.

Fonte: Beatriz Stein, 2019.
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5.3Avaliagdo do papel da ALDH2 nos niveis circulantes de 4-HNE de
animas submetidos a CClI

Além dos niveis de 4-HNE nos tecidos envolvidos com as vias nociceptivas,
avaliamos os niveis desse aldeido no sangue de animais submetidos a CCl e
tratados com a Alda-1. Avaliado também os niveis circulantes desse aldeido em
animais selvagens tratados com o inibidor da ALDH2, a Aldi. Para tanto, o sangue
dos animais foi coletado imediatamente antes da avaliagdo nociceptiva.
Interessantemente, no 7° dia ap6s a cirurgia, os animais selvagens apresentam
aumento nos niveis desse aldeido, e esse aumento é revertido pela Alda-1. Nao foi
observado diferencas significantes nos demais tempos analisados (Fig. 11).

Por outro lado, os animais transgénicos tratados com veiculo néo
apresentaram um aumento nos niveis de 4-HNE no soro quando comparados aos
animais falso operados. A Alda-1 nao interfere com os niveis circulantes desse
aldeido.

O préximo passo foi avaliar se a inibicao farmacolégica da ALDH2 interfere
nos niveis circulantes de 4-HNE. Logo, foram coletados o soro dos animais tratados
com essa molécula 7, 14, 21 e 28 dias ap6s a cirurgia (Fig. 12). Animais operados e
tratados com Aldi apresentaram niveis aumentados de 4-HNE, quando comparados
aos animais falso operados (7° dia: aumento de 20 vezes; 14°: aumento de 5 vezes;

21°: 8 vezes e 28° aumento de 6 vezes).
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Figura 11: Avaliagdo dos niveis circulantes de 4-HNE no soro de animais
submetidos a constrigdo crénica do nervo isquiatico e tratados com Alda-1 durante

28 dias.
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Animais submetidos a cirurgia da constricdo crénica do nervo isquiatico tiveram seu sangue coletado
sem a presencga de anticoagulante (entre 200ul — 500ul) antes (A), 3 (B),(C) 7, (D) 14, (E) 21 e (F) 28
dias apdés a CCl. As amostras foram congeladas no freezer -80°C e refiradas apenas para a
realizacdo do kit de Elisa da CellBioLab, o procedimento foi feito de acordo com o protocolo padréo
que acompanha o kit. n experimental: 6-12, onde #p<0,01 por comparagédo com CCI Veiculo WT;
*p<0,01 por comparagdo com sham. Fonte: Beatriz Stein, 2019.
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Figura 12: Avaliacdo dos niveis circulantes de 4-HNE no soro de animais
submetidos a constricdo crénica do nervo isquiatico e tratados com Aldi (inibidor
ALDH?2) durante 28 dias.

A

Basal 7° dia #
251 25-| *
320 320- |
£ E
3154 EXTE a
< :
é 10— $ 10
11} w
Z 5- £ 5
0- = 0 —
Sham CCl/Veiculo WT Sham CCl/Veiculo WTCCHAIdI WT
c 14° dia
.l
=204
E
245 #
3 10- *
i
T 5+ —
0_
Sham  CCl/Veiculo WT CCUAIdI WT
D 21° dia B 28° dia
25- 25
320~ 320-
£ £
S15- S5
<
& 104 * nﬁlﬁo- f
w == Ll
£ 5 £ 54
0- = i —
Sham  CCl/Veiculo WTCCIAIdI WT Sham  CClVeiculo WT CCl/AIdi WT

Animais submetidos & cirurgia da constricdo crénica do nervo isquiatico tiveram seu sangue coletado
sem a presenca de anticoagulante (entre 200ul — 500ul) (A) antes, (B) 7, (C) 14, (D) 21 e (E) 28 dias
apés a CCl. As amostras foram congeladas no freezer -80°C e retiradas apenas para a realizagdo do
kit de Elisa da CellBioLab, o procedimento foi feito de acordo com o protocolo padrédo que acompanha
o kit. *Por comparacdo com falso operado e # comparado com grupo operado e tratado com veiculo,
sendo que p<0,001.

Fonte: Beatriz Stein, 2019.
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5.4Avaliagdo dos niveis do aldeido MDA em proteinas do nervo
isquiatico e medula espinal de animais selvagens e transgénicos em
animais submetidos a CCl: efeito da Alda-1 e Aldi

A préxima abordagem foi avaliar os niveis de outro aldeido, o malondialdeido
ou MDA em proteinas de tecidos envolvidos com as vias nociceptivas. Os resultados
apresentados na figura 13 mostram que nao foram detectadas alteragdes
significativas dos niveis de MDA na medula espinhal de animais selvagens, 14 dias
apés CCl. Porém, diferentemente dos selvagens, os animais ALDH2*2
apresentaram maiores niveis de MDA (aumentou em cinco vezes quando
comparado ao grupo CCI veiculo selvagem) apés cirurgia.

O proximo passo foi avaliar os niveis periféricos desses aldeidos, nos
periodos iniciais da neuropatia. Assim, quantificamos o MDA no nervo isquiatico, 7
dias apés a CCl. Como pode ser observado na figura 14, os animais operados
apresentam aumento significativo nos niveis de MDA (147%), quando comparados
aos animais falso operados. O tratamento prolongado com a Alda-1 foi capaz de
reverter o acumulo desse aldeido. Por outro lado, ndo detectamos alteracéo nos
niveis de MDA no nervo isquiatico de animais selvagens operados tratados com
veiculo ou Alda-1, 28 dias apés a cirurgia.

O préximo passo foi avaliar os niveis de MDA no nervo isquiatico de animais
selvagens tratados com Aldi, 28 dias ap6s a CCl. Na figura 16 é demonstrado que
animais operados tratados com o inibidor apresentam aumento significativo dos

niveis desse aldeido (90%) quando comparado com grupo veiculo.
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Figura 13: Avaliagdo da concentracédo de malondialdeido (MDA) na medula espinhal
ipsilateral de animais falso operados e operados (CCI), 14 dias apds a cirurgia.
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Os animais foram submetidos a constricido do nervo isquidtico (CCl). Animais controles, falso
operados (sham), tiveram o nervo isquiatico exposto, manipulado, mas ndo amarrados. Quantificagdo
da avaliagdo colorimétrica obtida por espectrofotdmetro (comprimento de onda: 532nm). *Por
comparacédo com grupo sham, onde p<0,0001. n=4 — 9/grupo.

Fonte: Beatriz Stein, 2018.

Figura 14: Avaliagdo da concentragdo de malondialdeido (MDA) no nervo isquiatico
ipsilateral de animais falso operados e operados (CCl), 7 dias apés a cirurgia.
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Os animais foram submetidos & constrigdo do nervo isquiatico (CCI). Animais controles, falso
operados (sham), tiveram o nervo isquiatico exposto, manipulado, mas ndo amarrados. Quantificagéao
da avaliagdo colorimétrica obtida por espectrofotémetro (comprimento de onda: 532nm). *Por
comparagéo com grupo operado tratado com veiculo p<0,001 n=4 — 6/grupo.

Fonte: Beatriz Stein, 2018.
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Figura 15: Avaliagdo da concentragdo de malondialdeido (MDA) no nervo isquiatico
ipsilateral de animais falso operados e operados (CCl), 28 dias apds a cirurgia.

6-

-

[MDA] nmol/mL
D

QY

@ s @0 N\
@ N\ A ()
N © & (&)

Os animais foram submetidos a constricdo do nervo isquidtico (CCI). Animais controles, falso
operados (sham), tiveram o nervo isquiatico exposto, manipulado, mas ndo amarrados. Quantificagao
da avaliagdo colorimétrica obtida por espectrofotémetro (comprimento de onda: 532nm). Ndo foram
detectadas alteragdes significativas. n=4 — 6/grupo.

Fonte: Beatriz Stein, 2019.

Figura 16: Avaliacdo da concentracdo de malondialdeido (MDA) no nervo isquiatico
ipsilateral de animais falso operados e operados (CCI), 28 dias apés a cirurgia.
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Os animais foram submetidos & constrigdo do nervo isquiatico (CCI). Animais controles, falso
operados (sham), tiveram o nervo isquiatico exposto, manipulado, mas ndo amarrados. Quantificagdo
da avaliagdo colorimétrica obtida por espectrofotdmetro (comprimento de onda: 532nm). *Por
comparagao com grupo veiculo, onde p<0,05 n=4 — 6/grupo.

Fonte: Beatriz Stein, 2019.
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6. DISCUSSAO

Como descrito na Introducdo, as neuropatias sdo altamente prevalentes na
populagao mundial e podem ter diversas etiologias, como trauma, neurotoxicidade
induzida por farmacos, diabetes e infecgbes virais. Um dos principais e mais
debilitante sintoma das neuropatias € a dor crénica. O modelo da constricdo crénica
do nervo isquiatico escolhido para este trabalho € um modelo amplamente utilizado
em estudos pré-clinicos, uma vez que os animais respondem positivamente aos
principais analgésicos utilizados clinicamente.

Em suma, os resultados obtidos nesse estudo indicam que a ativagao
persistente da ALDH2 pela Alda-1, apesar de n&o impedir a manifestagéo da dor
neuropatica, € capaz de retardar a sua instalagdo. O efeito analgésico desta
molécula teve a duracao de 14 dias em animais selvagens e foi mais duradouro em
animais com deficiéncia na atividade da ALDH2, persistindo por 28 dias. O efeito
analgésico da Alda-1 € acompanhado de reducéo nos niveis circulantes e periféricos
de aldeidos, nos periodos iniciais da neuropatia.

Sabe-se que a ALDH2 estd amplamente envolvida no metabolismo do
acetaldeido originado a partir do consumo de alcool e também de subprodutos da
degradacao da dopamina e peroxidagao lipidica. Nosso grupo demonstrou
anteriormente que esta enzima tem um importante papel na dor aguda de origem
inflamatéria, uma vez que a inflamagéo induzida pela carragenina € acompanhada
da diminuicdo na atividade enzimatica da ALDH2 e do aumento nos niveis de
aldeidos como 4-HNE, MDA e acetaldeido. Adicionalmente, a ativagdo da ALDH2
pela Alda-1, reduz os niveis desses aldeidos e, como consequéncia, a hiperalgesia
inflamatoria € bloqueada. Apesar dessas evidéncias mostrando a importancia da
ALDH2 na dor aguda, ndo sabiamos se essa enzima participava de processos
crénicos. Assim, como primeira abordagem avaliamos o efeito de uma Unica
administracdo da Alda-1 sobre a hiperalgesia crénica induzida pela CCIl. Os
resultados mostraram que a Alda-1 apresenta efeito analgésico, porem este efeito &
de curta duragéo, persistindo por até duas horas apdés uma Unica administragéo
subcutanea desta molécula (Stein & Zambelli, comunicagéo pessoal). Sabendo que
a meia vida da Alda-1 & de aproximadamente 30 minutos, decidimos entdo
administrar a Alda-1 por meio de bomba osmética de liberagdo controlada. A dose
presentemente utilizada foi baseada em estudos prévios demonstrando que a Alda-1
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na mesma dose e via de administracdo deste estudo, protege o tecido cardiaco de
ratos submetidos a isquemia/reperfusdo por até 4 semanas apds a oclusdo da
artéria coronaria esquerda. 7' 72 De fato, os animais que receberam Alda-1
imediatamente apés a cirurgia, e por todo o periodo de observagao, apresentaram
reducdo da hiperalgesia por 14 dias. Porém, a hiperalgesia se instalou apos este
periodo. Interessantemente, a Alda-1 induziu efeito analgésico mais duradouro em
animais com deficiéncia na atividade da ALDH2 (ALDH2*2), quando comparado aos
animais selvagens. Para a nossa surpresa, os animais ALDH2*2 nao tratados com
Alda-1, apresentaram hiperalgesia de mesma magnitude que as animais selvagens.
E importante mencionar que os animais ALDH2*2 utilizados no presente estudo s&o
homozigotos e, portanto, apresentam uma reduc@o de 90% na atividade da ALDH2
(Chen e colaboradores, comunicacao pessoal).

Como descrito na Introdugéo, Zambelli e colaboradores (2014)7® mostraram
que os animais ALDH2*2 sdao mais sensiveis a administragcdo intraplantar de
carragenina, ou seja, apresentam hiperalgesia inflamatéria de maior magnitude
quando comparados aos animais selvagens. No modelo inflamatério, o prejuizo na
atividade da ALDH2 induz, portanto, acumulo de aldeidos em tecidos submetidos a
um estresse celular. Esse efeito ndo foi detectado em animais submetidos ao
estresse cronico, como a CCIl. Uma explicacdo para esses resultados & que
provavelmente esses animais possuam mecanismos compensatérios, como enzimas
antioxidantes mais ativas, que contrabalancem a resposta de modo que nédo seja tao
exacerbada. Outro ponto que apoia essa hipbtese é o fato da Alda-1 apresentar
efeito analgésico mais duradouro nos animais ALDH2*2. Sabe-se que a Alda-1 é
capaz de ativar tanto a enzima selvagem (duas vezes) quanto a enzima mutante
(onze vezes). Mesmo com a ativagdo expressiva da enzima mutante, ndo era de se
esperar que seu efeito analgésico fosse mais duradouro nesses animais. Assim, é
possivel que outros mecanismos citoprotetores estejam mais ativos nesses animais,
como a glutationa, e que contribuam para um efeito aditivo ao efeito benéfico da
Alda-1 nesse modelo. Essa questdo deve ser melhor estudada futuramente, uma
vez que nao temos dados experimentais para sustentar essa hipotese.

Com objetivo de introduzir uma nova estratégia de inibicdo da ALDH2,
decidimos inibi-la farmacologicamente. Novamente, ndo detectamos alteracdo na
magnitude da hiperalgesia induzida pela CCI. Vale mencionar que nesse

experimento falhamos em néo trabalhar com os filamentos de von Frey menores que
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2,44 gramas, o que pode ter impedido de detectar uma diminuicdo do limiar
nociceptivo dos animais operados e tratados com Aldi. Novos experimentos serao
conduzidos com o objetivo de testar essa hipotese.

O proximo passo foi avaliar os possiveis mecanismos envolvidos no efeito
analgésico da Alda-1 no modelo de neuropatia. Como descrito anteriormente, a
ALDH2 também metaboliza aldeidos de cadeia longa a acidos menos reativos. O
aclmulo desses aldeidos, como o 4-HNE, além de induzir dor, estd associado ao
desenvolvimento de doengas neurodegenerativas*’. Assim, investigamos o efeito da
Alda-1 sobre os niveis de 4-HNE em tecidos relacionados as vias nociceptivas,
como DRG e medula espinal. Vale lembrar que os neurénios nociceptivos séo
pseudounipolares, contendo um axénio dirigido a periferia, um corpo celular
presente no ganglio da raiz dorsal da medula espinal (DRG) e um axdnio dirigido ao
sistema nervoso central (medula espinal), onde ocorre a primeira sinapse do sistema
de transmissédo da dor. A medula espinal, especialmente o corno posterior, € o local
onde as diferentes vias ascendentes e descendentes modulam, de forma facilitatoria
ou inibitéria, a transmissdo do estimulo nociceptivo entre neurdnios aferentes
primarios e neurénios de projegao’™.

Os resultados presentemente obtidos indicam que a neuropatia ndo interfere
nos niveis de adutos de 4-HNE com proteinas de tecidos das vias nociceptivas,
guando avaliados por western blot. Apesar de amplamente aceito pela comunidade
cientifica 3173757677 pequenas alteracbes ou alteragdes localizadas em porgoes
especificas do tecido podem passar despercebidas por essa técnica, ja que os
adutos sdo quantificados em lisado total. Para testarmos essa hipotese, Teixeira e
colaboradores (comunicacdo pessoal) avaliaram os niveis de 4-HNE pela técnica de
imunofluorescéncia, em cortes da medula espinal de camundongos submetidos a
CCl. Interessantemente, foi detectado um aumento na imunomarcagéo para 4-HNE
no corno posterior da medula espinal ispilateral a CCl. Esse estudo esta sendo
ampliado de modo a avaliarmos tecidos periféricos como o DRG e o nervo isquiatico,
neste modelo experimental. Os resultados obtidos por meio de imunofluorescéncia
estdo de acordo com outros autores que mostraram que a constricdo do nervo
infraorbital, um modelo de neuropatia do trigémeo, leva ao aumento de adutos de 4-
HNE com proteinas do nervo lesionado, quando avaliado por meio desta técnica’®.
Esses autores ndo avaliaram esses adutos na medula espinal ou DRG. Em conjunto,
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esses dados sugerem que o 4-HNE & uma molécula importante na indugéo da dor
neuropatica.

O préximo passo foi avaliar os niveis circulantes de 4-HNE. Nossos
resultados indicam que o aumento de HNE circulante ocorre nos estagios iniciais do
desenvolvimento da neuropatia. Contudo, ainda € possivel observar uma tendéncia
de maiores niveis de 4-HNE no 21° e 28° dias no grupo veiculo e de menor
concentracdao no grupo Alda-1, indicando o potencial envolvimento da ALDH2 na
instalacdo da dor crénica. Para a nossa surpresa, os animais ALDH2*2 nao
apresentaram maiores niveis de 4-HNE, o que nos levou a avaliar os niveis desse
aldeido em animais tratados com a Aldi, o inibidor da ALDH2. Interessantemente, os
animais operados e tratados com a Aldi acumulam dez vezes mais 4-HNE que os
animais controles, 7 dias apos a CCl. Esse aumento & de cerca de 5 vezes a partir
do 14 dia. Esse resultado comprova a importancia da ALDH2 no controle do 4-HNE
no nosso modelo experimental e sugere novamente que os animais com deficiéncia
na atividade da ALDH2 desenvolvem mecanismos compensatorios para o clearance
de 4-HNE. Uma limitacdo do nosso estudo foi a auséncia de animais naive e
tratados com Aldi. Esses experimentos serao conduzidos em um futuro préximo.

Li e colaboradores (2018) 78 avaliaram, recentemente, os niveis de 4-HNE em
animais knockout para a ALDH2 submetidos a oclusdo crénica do ganglio da raiz
dorsal (CCD), um modelo de neuropatia que consiste na exposi¢do dos forames
invertebrais na altura de L3-L4, onde uma haste de ferro em formato de L é
implantada em cada forame para comprimir o DRG adjacente’®.

Os animais submetidos a esse procedimento apresentam maiores niveis
plasmaticos de 4-HNE, assim como de proteinas carboniladas’®. Nesse estudo foi
demonstrado que a Alda-1 reverte a nocicepcao induzida pela CCD. Em contraste
ao observado no nosso estudo, animais knockout para a ALDH2 apresentaram
hiperalgesia crénica mais acentuada que em animais selvagens, 14 dias apos a
cirurgia. O mesmo trabalho apresenta evidéncias de que a Alda-1 diminui os niveis
plasmaticos de 4-HNE, assim como de proteinas carboniladas’®. E importante
mencionar que o nosso modelo difere do de Li e colaboradores em dois aspectos,
primeiro, os nossos camundongos apresentam a mesma mutagdo observada na
populacédo asiatica, ndo s&o knockout e, portanto, expressam a enzima com a
atividade reduzida. Outra diferenca € o modelo de neuropatia. Nosso modelo possui
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um componente inflamatério importante, que deve ser considerado na interpretacéo
dos nossos resultados.

Sabe-se que a ALDH2, apesar de ser a principal enzima envolvida no
metabolismo do 4-HNE, também é modulada por este aldeido. Nesse sentido, o 4-
HNE forma ligacdo covalente com a ALDHZ2, inativando-a. Isso significa que em
situacées em que ocorre aumento nos niveis de 4-HNE, & provavel que sua
atividade esteja reduzida. No presente estudo, ndo avaliamos o efeito da cirurgia
sobre a atividade enzimatica da ALDH2 em virtude das baixas concentragdes
proteicas nos tecidos das vias nociceptivas. Porém, considerando que detectamos
aumento sistémico de 4-HNE nos periodos iniciais da neuropatia, & possivel que a
ALDH2 esteja inibida, pelo menos nesse periodo.

Nesse sentido, como mencionado anteriormente, o 4-HNE & um subproduto
da peroxidagdo lipidica. Logo, niveis aumentados de peroxidagcao lipidica e
carbonilacdo de proteinas sdo encontrados em pacientes portadores de inflamacgao
e neuropatia, sendo considerados marcadores do estresse oxidativo. Assim,
alteragdo nos niveis destes compostos pode contribuir para a resposta inflamatoria
e, consequentemente, para a nocicepgdo. Nesse estudo, avaliamos os niveis de
MDA como marcador da peroxidacdo lipidica. Os resultados apresentados
demostram que nao foi detectada alteracdes significativas dos niveis de MDA na
medula espinhal de animais selvagens, 14 dias apdés CCIl. Porém, diferentemente
dos selvagens, os animais ALDH2*2 apresentaram maiores niveis de MDA (cinco
vezes) apos cirurgia. Vale ressaltar que estudos anteriores demonstraram que esses
animais produzem mais EROs ap6s a administracao de cisplatina, um
quimioterapico que, sabidamente, induz prejuizo na fungdo mitocondrial e causa
neuropatia®®. Apesar dessas evidéncias, a maior peroxidacéo lipidica detectada na
medula espinal 14 dias apés a CCl parece nao contribuir para a exacerbacéao da
hiperalgesia nos animais transgénicos.

Um estudo recente demonstrou, em modelo de ligacao parcial do nervo
isquiatico em camundongos, que as células de Schwann sao importantes fontes de
EROS. Neste modelo, a ativagdo de receptors TRPA1 inicia o recrutamento de
macréfagos para a regiao perineural, e estas células contribuem para a produgéo
exacerbada da EROs. Portanto, em nosso modelo &€ possivel que a diminui¢do nos
niveis de 4-HNE circulantes contribua para menor ativacdo de receptores TRPA1 e

consequente produgéo de EROs &'
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Uma vez que ndo observamos alteracdes significantes na medula espinal,
decidimos avaliar os niveis desses aldeidos no tecido periférico. Interessantemente,
os animais operados apresentaram um aumento significativo de MDA no nervo
isquiatico, no 7° dia apoés a cirurgia. Esse aldeido esta normalizado nos animais
tratados com Alda-1. Infelizmente nao tinhamos animais ALDH2*2 para avaliar os
niveis de MDA no nervo isquiatico, contudo, a inibicdo farmacoldgica da ALDH2 foi
suficiente para aumentar consideravelmente esse aldeido no 28° dia apos a cirurgia,
comprovando que a ALDH2 modula a peroxidacao lipidica no modelo da CCI.

A ALDH2 tem sido descrita como uma enzima chave em modelos de isquemia
cardiaca, cerebral e intestinal em roedores®'828 Em alguns desses modelos, o
estresse oxidativo e a producao de aldeidos citotéxicos sédo reduzidos pela Alda-1,
que por sua vez inibe a liberacdo de TNF-a, IL-6, e IL-1B e quimiocinas como MIP-2
(proteina inflamatoria de macréfago), MCP-1 (proteina quimiotatica de mondcito) e
CXCL-1. Vele mencionar que além de seu efeito benéfico em modelos de isquemia,
a Alda-1 atua no sistema nervoso central, uma vez que esta molécula inibe o
comportamento de depressdo e ansiedade, alterando os niveis de proteinas
envolvidas com a biogénese mitocondrial e citocinas, no coértex frontal e
hipocampo®. Assim, em estudos posteriores, avaliaremos as vias “downstream” a
sintese de aldeidos com o objetivo de melhor compreender seu papel na
nocicepgao.

O modelo de constricao crénica do nervo isquiatico € um modelo classico de
neuropatia crénica. Porém, sabe-se que nos periodos iniciais ap6és a cirurgia o
componente inflamatério € importante para a diminuicao do limiar nociceptivo dos
animais. Estudos mostram que a administracdo de antiinflamatorios néo esteroidais,
no 7° dia apés a CCI, reverte a hiperalgesia neste modelo, e esse efeito ndo é
detectado quando esta classe de farmacos € administrada no 14° dia. Portanto,
diversos autores afirmam que apenas no 14° dia a hiperalgesia € considerada de
origem neuropatica. Por outro lado, estudos que avaliam a plasticidade neural neste
modelo apontam que as alteracdes espinais sdo mais marcantes a partir do 21° dia
apds a CCl e sugerem que no 14° dia a neuropatia ndo estd completamente
instalada®. Adicionalmente, no 14° dia apés a CCl os animais ainda apresentam
maiores niveis de citocinas e quimiocinas, como |IL-6 e CXCL-1, fenébmeno que ndo
é mais observado posteriormente®, Desta forma, com base nos resultados obtidos,

0s quais mostram que a CCI induz elevacao de aldeidos reativos nas etapas iniciais
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da neuropatia, € possivel inferir que a ALDH2 tenha maior importancia nos periodos
inflamatorios do desenvolvimento da dor neuropatica.
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7. CONCLUSOES

Os resultados apresentados no presente trabalho indicam que a ativagéo da
ALDH-2 pela Alda-1 retarda o desenvolvimento da dor neuropatica por reduzir os
niveis de aldeidos na corrente sanguinea e tecidos periféricos nos periodos iniciais
da neuropatia. A Alda-1 induz efeito antihiperalgésico mais prolongado em animais
com deficiéncia na atividade da ALDH2. Em contrapartida, a inibicao farmacolégica
da ALDH-2, apesar de nao interferir com o limiar nociceptivo dos animais, aumenta
os niveis plasmaticos e teciduais desses aldeidos.

Em conjunto, nossos dados indicam que a ALDH-2 esta envolvida na
instalacdo da dor neuropatica, principalmente quando o componente inflamatério &
preponderante.
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APENDICE

Figura 17: Efeito da Alda-1 sobre a expressdo e 4- hidroxinonenal na medula
espinal ipsi e contra lateral a constricdo crénica, 7 dias apds a cirurgia.
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Os animais foram submetidos a constricdo do nervo isquiatico (CCI). Animais controles, falso
operados, tiveram o nervo isquiatico exposto, manipulado, mas ndo amarrados. (A e C) Imagem
representativa do Western blot para adutos de 4-HNE com proteinas da medula espinal ipsi e contra
lateral & CCI (B e D) Quantificag&o da densidade optica. Os valores obtidos foram normalizados pela
marcagdo do Ponceau e est&o expressos como % em relagcdo ao controle falsoc operado (sham)
tratado com Veiculo. N&o foi observado uma diferenga significativa entre os grupos. n=4 — 6/grupo.
Fonte: Beatriz Stein, 2019.
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Figura 18: Efeito da Alda-1 sobre a expressdo e 4- hidroxinonenal na DRG ipsi e
contra lateral a constrigdo crénica, 7 dias apés a cirurgia.
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Os animais foram submetidos & constricdo do nervo isquiatico (CCIl). Animais controles, falso
operados, tiveram o nervo isquiatico exposto, manipulado, mas n&o amarrados. (A e C) Imagem
representativa do Western blot para adutos de 4-HNE com proteinas da medula espinal e DRG ipsi e
contra lateral a CCl (B e D) Quantificagdo da densidade optica. Os valores obtidos foram
normalizados pela marcacido do Ponceau e estdo expressos como % em relagdo ao controle falso
operado (sham) tratado com Veiculo. Ndo foi observado uma diferenca significativa entre os grupos.
n=4 — 6/grupo.

Fonte: Beatriz Stein, 2019.
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Figura 19:Efeito da Alda-1 sobre a expresséo e 4- hidroxinonenal na medula espinal
e géanglio da raiz dorsal contra lateral a constricdo crénica, 7 dias apos a cirurgia.
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Os animais foram submetidos a constricdo do nervo isquiatico (CCI). Animais controles, falso
operados, tiveram o nervo isquiatico exposto, manipulado, mas néc amarrados. (A e B) Imagem
representativa do Western blot para adutos de 4-HNE com proteinas da medula espinal e DRG
ipsilateral & CCI (C e D) Quantificag@o da densidade optica. Os valores obtidos foram normalizados
pela expresséo do GAPDH e estdo expressos como % em relagéo ao controle falso operado (sham)
tratado com Veiculo. N&o foi observado uma diferenca significativa entre os grupos. n=4 — 6/grupo.
Fonte: Beatriz Stein, 2019.



Figura 20: Efeito da Alda-1 sobre a express&o e 4- hidroxinonenal na medula

espinal e no ganglio da raiz dorsal contralateral a constricdo crénica, 14 dias apés a
cirurgia.
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Os animais foram submetidos & constricdo do nervo isquiatico (CCI). Animais controles, falso
operados, tiveram o nervo isquiatico exposto, manipulado, mas nao amarrados. (A e B) Imagem
representativa do Western blot para adutos de 4-HNE com proteinas da medula espinal e DRG
ipsilateral & CCI (C e D) Quantificacéo da densidade éptica. Os valores obtidos foram normalizados
pela expressédo de GAPDH e estio expressos como % em relagéo ao controle falso operado (sham)

tratado com Veiculo. Nao foi observado uma diferenca significativa entre os grupos. n=4 — 6/grupo.
Fonte: Beatriz Stein, 2019.
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Figura 21: Efeito da Alda-1 sobre a expressdo e 4- hidroxinonenal na medula
espinal ipsi e contra lateral a constricdo crbnica, 21 dias apds a cirurgia.
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Os animais foram submetidos & constricdo do nervo isquiatico (CCl). Animais controles, falso
operados, tiveram o nervo isquiatico exposto, manipulado, mas n&o amarrados. (A e C) Imagem
representativa do Western blot para adutos de 4-HNE com proteinas da medula espinal e DRG
ipsilateral & CCI (B e D) Quantificagdo da densidade optica. Os valores obtidos foram normalizados
pela expressdo do GAPDH e estdo expressos como % em relagéo ao controle falso operado (sham)
tratado com Velculo. Nao foi cbservado uma diferenca significativa entre os grupos. n=4 — 6/grupo.
Fonte: Beatriz Stein, 2019,
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Figura 22: Efeito da Alda-1 sobre a expressdo e 4- hidroxinonenal na medula
espinal ipsilateral a constrigcdo crénica, 28 dias apés a cirurgia.
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Os animais foram submetidos a constricdo do nervo isquiatico (CCIl). Animais controles, falso
operados, tiveram o nervo isquidtico exposto, manipulado, mas ndo amarrados. (A) Imagem
representativa do Western blot para adutos de 4-HNE com protelnas da medula espinal e DRG
ipsilateral a CCI (B) Quantificacéo da densidade optica. Os valores obtidos foram normalizados pela
marcagdo do Ponceau e estdo expressos como % em relagdo ao controle falso operado (sham)
tratado com Veiculo. Nao foi observado uma diferenga significativa entre os grupos. n=4 — 6/grupo.
Fonte: Beatriz Stein, 2019.
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Figura 23: Efeito da Alda-1 sobre a expresséo e 4- hidroxinonenal no ganglio da raiz
dorsal ipsi e contra lateral a constricdo cronica, 28 dias apés a cirurgia.
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Os animais foram submetidos a constricdo do nervo isquiatico (CCl). Animais controles, falso
operados, tiveram o nervo isquiatico exposto, manipulado, mas ndo amarrados. (A e B) Imagem
representativa do Western blot para adutos de 4-HNE com proteinas doDRG ipsi e contra lateral a
CCl (C e D) Quantificagdo da densidade optica. Os valores obtidos foram normalizados pela
marcacdo do Ponceau e estdo expressos como % em relagdo ao controle falso operado (sham)
tratado com Veiculo. N&o foi observado uma diferencga significativa entre os grupos. n=4 — 6/grupo.

Fonte: Beatriz Stein, 2019.
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Figura 24: Efeito da Alda-1 sobre a expressdo de 4- hidroxinonenal no génglio da
raiz dorsal contra lateral & constrigdo crénica, 28 dias ap6s a cirurgia.
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Os animais foram submetidos & constricdo do nervo isquiatico (CCl). Animais controles, falso
operados, tiveram o nervo isquiatico exposto, manipulado, mas ndo amarrados. (A) Imagem
representativa do Western blot para adutos de 4-HNE com proteinas da medula espinal e DRG
ipsilateral a CCI (B) Quantificacdo da densidade optica. Os valores obtidos foram normalizados pela
expressdo de GAPDH e estdo expressos como % em relag&o ao controle falso operado (sham)
tratado com Velculo. N&o foi observado uma diferenca significativa entre os grupos. n=4 — 6/grupo.
Fonte: Beatriz Stein, 2019.



