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RESUMO

A dor neuropética é originada a partir de uma lesdo ou disfuncdo do sistema nervoso
somatossensorial, acometendo entre 6,9% a 10% da populacdo mundial e esta relacionada a
diminuicdo da qualidade de vida e do sono, além de, 0s pacientes serem pouco responsivos aos
tratamentos atuais. Estudos tém demonstrado que ndo sé os neurdnios tém participacdo na
modulacdo da dor neuropatica, mas que as células da glia possuem papel fundamental neste
processo pela da liberacdo de substancias pro inflamatorias, como as quimiocinas, modulando
0 processo nociceptivo. Assim, o presente estudo investigou o envolvimento da quimiocina
CXCL1 e das células da glia, sendo elas micrdglia e astrocitos, na génese da dor neuropatica.
Para tal, foram utilizados ratos machos Wistar, pesando entre 2509 a 300g. Foi utililizado o
aparato Von Frey filamentos para avaliacdo do limiar nociceptivo e para a inducdo da dor
neuropatica foi utilizado o modelo de constri¢do cronica do nervo ciatico (CCI). Para avaliar a
expressao dos marcadores de microglia (Ibal), astrocitos (GFAP) e da quimiocina CXCL1 foi
utilizado o ensaio de Western Blot. O envolvimento dos receptores CXCR2 foi investigado
utilizando o antagonista seletivo SB225002 e a participacdo de micrdglia e astrocitos foi
avaliada utilizando os inibidores minociclina e fluorocitrato, respectivamente. Além disso, o
CXCL1 recombinante foi administrado i.t. para investigar o envolvimento dessa quimiocina na
nocicepcao. Os resultados demonstraram que 0s animais pré-tratados com o SB225002
apresentaram diminui¢do da nocicepcao, indicando o envolvimento destes receptores na dor
neuropatica. Além disso, a CXCL1 recombinante foi capaz de causar nocicep¢do a nivel espinal
e a minociclina e o fluorocitrato reduziram a alodinia mecénica causada pela CXCL1 e pela
CCIl. Em adigdo, houve um aumento da expressdo da quimiocina CXCL1 em animais
submetidos a inducdo da neuropatia, demonstrando seu papel na dor neuropatica. Nos animais
submetidos a CCIl houve aumento da expressdo do marcador de microglia Ibal, mas ndo do
marcador de astrécito GFAP e o antagonista para CXCR2 foi capaz de diminuir a expressao
dos marcadores de microglia e astrocitos nestes animais. Sendo assim, o presente estudo sugere
a presenca dos receptores CXCR2 nas células da glia durante a dor neuropatica, assim como o

envolvimento da quimiocina CXCL1 na génese dessa dor.

Palavras-chave: Nocicepcdo. CXCLL1. Glia. Dor neuropética



ABSTRACT

Neuropathic pain is caused by injury or dysfunction of the somatosensory nervous system,
affects between 6.9% and 10% of the world population and is related to decreased quality of
life and sleep, besides patients do not respond to current treatments. Studies have shown that
not only neurons play a role in the modulation of neuropathic pain, but glial cells play a key
role in this process by releasing pro-inflammatory substances like chemokines, modulating the
nociceptive process. Thus, the present study investigated the involvement of chemokine
CXCL1 and glia cells, being microglia and astrocytes, in the genesis of neuropathic pain. Male
Wistar rats weighing 250g to 300g were used. The Von Frey filaments apparatus was used to
evaluate the nociceptive threshold and chronic constriction injury of the sciatic nerve (CCI) was
used for the induction of neuropathic pain. To evaluate the expression of the microglia markers
(Ibal), astrocytes (GFAP) and the chemokine CXCL1 the Western blot assay was used.
Involvement of the CXCR2 receptors was investigated using the selective antagonist SB225002
and the participation of microglia and astrocytes was evaluated using the minocycline and
fluorocitrate inhibitors, respectively. In addition, recombinant CXCL1 was administered i.t. to
investigate the involvement of this chemokine in nociception. The results showed that the
animals pretreated with SB225002 had decreased nociception, indicating the involvement of
these receptors in neuropathic pain. In addition, recombinant CXCL1 was able to cause
nociception at the spinal level and minocycline and fluorocitrate reduced mechanical allodynia
caused by CXCL1 and CCI. There was an increase in CXCL1 chemokine expression in animals
submitted to neuropathy induction, demonstrating its role in neuropathic pain. In the animals
submitted to CCI there was an increase in the expression of the microglial marker Ibal, but not
the GFAP astrocyte marker GFAP, and the CXCR2 antagonist was able to decrease the
expression of the microglial markers and astrocytes in these animals. Thus, the present study
suggests the presence of CXCR2 receptors in glia cells during neuropathic pain, as well as the

involvement of CXCL1 chemokine in the genesis of this pain.

Key words: Nociception. CXCL1. Glia. Neuropathic Pain.
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1 INTRODUCAO

A dor, em condi¢des normais, é gerada para induzir uma resposta adaptativa e protetora
afim de facilitar a recuperacéo e evitar mais danos teciduais. Quando a lesdo é prolongada, a
excitacdo continua dos neurdnios nociceptivos primarios causa dor cronica e diversos estudos
demonstraram que a dor crénica, em especial a dor neuropatica, pode afetar adversamente a
qualidade de vida relacionada a saude dos pacientes, incluindo o estado emocional (DWORKIN
etal., 2010; MILLIGAN; WATKINS, 2009). Além do dano psicolégico, pacientes que sofrem
de neuropatias podem sentir dor causada por estimulos que normalmente ndo sdo dolorosos,
como simples toque da pele ou por mudancgas na temperatura, bem como respostas exageradas
a estimulos nocivos (CLARK; OLD; MALCANGIO, 2013).

Durante o processo da dor neuropatica ocorre uma amplificacao das respostas dolorosas
oriundas da lesdo periférica que chegam até a medula espinhal, onde é realizada a primeira
sinapse nociceptiva. Tradicionalmente, esse fendbmeno tem sido uma resposta puramente
neuronal. Porém evidencias pré-clinicas tém demonstrado a contribuicdo de células nédo
neuronais, como microglia e astrocitos que em nivel medular sofrem mudancas morfologicas,
liberando citocinas e quimiocinas que contribuem para a génese e manutencdo da dor
neuropética (CLARK; OLD; MALCANGIO, 2013; ZIMMERMANN, 2001).

As quimiocinas sdo consideradas citocinas de baixo peso molecular e sua principal
funcdo esta relacionada a migracdo de células imunes além de possuirem relacdo com a dor
neuropatica, pois sdo expressas por células do sistema nervoso central sob condi¢des de lesdo
(MOSER; LOETSCHER, 2001; WHITE; BHANGOO; MILLER, 2005). Nos estados de dor
neuropatica, a sinalizacao da quimiocina CX3CL1 e seu receptor CX3CRL1 é proposta como um
mediador chave da comunicacdo neuronal-microglial. Isso ocorre pela fosforilacao de proteinas
cinases e liberacdo de mediadores pro-inflamatérios, como citocinas e quimiocinas, que sao
capazes de sensibilizar neurénios, estabelecendo assim um mecanismo de feedback positivo
que contribui para um estado de dor crénica, porém esta sinalizacdo também esta envolvida em
processos homeostaticos e neuroprotetores, despertando cuidado ao utilizad-lo como possivel
alvo terapéutico (CLARK; OLD; MALCANGIO, 2013).

Em relacdo a participagdo da quimiocina CXCL1 na resposta nociceptiva, alguns
estudos tém associado o aumento dos niveis plasmaticos dessa quimiocina com a dor pés-
operatoria em ratos e humanos (LORAM et al., 2007). Ja em nivel central, um estudo encontrou

que a injecdo intrecerebroventricular de CXCLL1 reduziu o limiar nociceptivo avaliado por um



17

teste de pressdo de patas em ratos, sugerindo que a CXCLL1 facilita o impulso nociceptivo
mecanico no sistema nervoso central (SNC) (YAMAMOTO et al., 1998).

Inimeros estudos tém evidenciado o importante papel das células da glia na
sensibilizacdo do impulso nociceptivo a nivel espinhal e as citocinas estéo recebendo crescente
interesse como moduladores da plasticidade neuronal e aumento da transmisséo nociceptiva
sob condicBes neuropéticas. Assim, o presente trabalho enfatizou investigar o papel da
quimiocina CXCL1, o qual tem demonstrado relacdo na resposta nociceptiva, em relagdo com

as celulas gliais durante a génese da dor neuropatica.
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2 REVISAO DE LITERATURA

Os topicos abaixo apresentardo a revisdo de literatura e contextualizacdes referentes ao
estudo.

2.1 DOR: CONSIDERACOES GERAIS

A dor, segundo a Associacdo Internacional do Estudo da Dor (IASP), é conceituada
como uma experiéncia sensorial e emocional desagradavel associada ao dano tecidual real ou
potencial ou descrita em termos de tais danos. Assim, apresenta aspectos multidimensionais e
¢ classificada por muitos pesquisadores como um fendmeno “biopsicossocial”’(LOESER,;
TREEDE, 2008).

Em condicBGes normais, a dor é considerada um sistema adaptativo e protetor, sendo
utilizado pelo corpo como alerta para facilitar a recuperacdo de danos e fisiologicamente
integrada a retirada motora por meio ao arco reflexo, quando associada a dor aguda
(MILLIGAN; WATKINS, 2009). No entanto, a dor crénica a longo prazo, leva a estados de
anedonia, depressao e, portanto, ndo pode ser considerada adaptativa (MILLAN, 1999). Além
disso, a dor pode ser classificada como nociceptiva e patoldgica e também pode ser dividida
em tipos considerando a duracgdo, podendo ser aguda, com duragéo de horas a dias; e cronica,
com duracdo de meses a anos e ainda ambos os tipos podem levar a estados de alodinia e
hiperalgesia (MILLIGAN; WATKINS, 2009; MILLAN, 1999). De acordo com o protocolo de
terminologia bésica proposto pela IASP, a alodinia € uma condi¢do em que a dor é produzida
por estimulos inocuos pela da ativacdo periférica de receptores tateis. J4 a hiperalgesia é
paralela & condigdes de “sensibiliza¢do”, ou seja, esta relacionado ao aumento da sensibilidade
ador (JULIUS; BASBAUM, 2001; LOESER; TREEDE, 2008). E também importante ressaltar
que, de acordo com Loeser et al. (2008), existe diferenca entre os termos nocicepcao e dor. O
componente fisiolégico da dor, relacionado a codificacédo e processamento do estimulo nocivo
é denominado nocicepgdo. J& a dor implica em uma experiéncia consciente, acompanhada da
diminuicdo da qualidade de vida e sofrimento, debilitando os portadores deste sintoma
(BALIKI; APKARIAN, 2015; CHAPMAN; GAVRIN, 1999).
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Do ponto de vista fisiolégico, os estimulos nocivos sdo detectados por nociceptores
compostos de uma rede de fibras nervosas caracterizadas de acordo com critérios anatdmicos e
funcionais, sendo elas: fibra C ndo mielinizadas e fibras Ad levemente mielinizadas conhecidas
como nociceptores (JULIUS; BASBAUM, 2001; KUNER, 2010). A fibra C possui pequeno
didmetro e conduc&o lenta do impulso, devido auséncia da bainha de mielina, porém é capaz de
detectar desde estimulos indcuos até estimulos nocivos mecanicos, térmicos e quimicos. J& as
fibras Ad apresentam médio calibre ¢ respondem a estimulos nocivos térmicos, quimicos e
mecanicos mais rapidamente que as fibras C devido a presenca de mielina conforme
exemplificado na figura 1. Existem também as fibras AP, que sdo fibras de maior didmetro e
altamente mielinizadas que detectam estimulos in6cuos e ndo contribuem para a transmisséo da
dor. (JULIUS; BASBAUM, 2001).

Limiar térmico
Fibras Aa e AR

Mielinizadas
Grande Didmetro Ausente
Propiocepcdo, toque leve

Fibras A

Levemente mielinizado
Médio diametro
Nocicepcdc
[mecanico, térmico, quimico) ~43°C Tipoll

~53°C Tipol

O- Fibras C

N3o mielinizado

Pegqueno diametro

Temperatura inocua, coceira ~43°C
Nocicepcdo

[mecanico, térmico, quimico)

Figura 1 — Tipos de Fibras Aferentes

Nota: Tipos de fibras aferentes primarias. As fibras do tipo Aa e AB séo fibras de grande
diametro, altamente mielinizadas e conduzem estimulos in6cuos. As fibras do tipo Ad sdo
de médio diametro, levemente mielinizadas e contribuem para a dor detectando estimulos
mecanicos, térmicos e quimicos. Ja as fibras do tipo C ndo sdo mielinizadas, possuem
pequeno didmetro e sdo capazes de detectar estimulos in6cuos e nociceptivos.

Fonte: (JULIUS; BASBAUM, 2001)
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Ap0s os estimulos nocivos serem reconhecidos pelos nociceptores, eles sdo convertidos
em potenciais elétricos e conduzidos até o corno dorsal da medula espinal. Estes nociceptores
possuem canais especializados, que promovem a transducdo do estimulo nocivo em potenciais
de acdo transmitindo-o até seus corpos celulares localizados no ganglio da raiz dorsal (GRD)
que ent&o fardo sinapse com neurénios de segunda ordem localizados no corno dorsal da medula
espinal, levando o impulso, por meio de tratos ou vias, até 0s centros supra espinais de
processamento da dor para que o mesmo seja interpretado, conforme na figura 2. Quando
ocorrem lesdes do nervo ou inflamacg6es prolongadas, o tecido lesado pode também sensibilizar
neurdnios no corno dorsal da medula. Este fendmeno é conhecido como sensibilizacéo central,
que de acordo com Melzack e Wall (1965), decorre da sensibilizacdo de nociceptores
periféricos e da estimulacdo das fibras aferentes que no corno dorsal da medula sdo
amplificados modulando a resposta, mesmo antes de ser interpretada pelo cérebro como
sensagao dolorosa (MILLIGAN; WATKINS, 2009)

Periferia Neurg:;:'c‘)gr?g(serentes Ga‘ngllo da Medula espinal
raiz dorsal
mecanicos nao superiores
noCVOS ~——"  Fibra AB
(7
Estimulos
mecanicos nocivos
Fibra Ad
=
Estimulos quimicos e  _,
térmicos nocivos Fibra C B
projecao do
J,/ ganglio
% dorsalsypstancia
Ly cinzenta
/ Substancia Branca

Figura 2- Via ascendente da dor

Nota: A deteccdo de um estimulo nocivo ocorre nos terminais periféricos dos neurdnios
aferentes primérios e leva a geracdo de potenciais de acdo que se propagam ao longo do
ax0Onio até os terminais centrais. Os neurdnios aferentes primarios tém seus corpos celulares
no ganglio da raiz dorsal e enviam terminais para a medula espinhal.

Fonte: (Basicmedical Key, 2017)
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2.2 DOR NEUROPATICA

A IASP define a dor neuropéatica como uma dor iniciada ou causada por uma lesao
primaria ou disfuncao do sistema nervoso periférico (SNP) ou do SNC. (PLEGER et al., 2005)
e pode resultar em alteragfes complexas em funcgdes cerebrais cognitivas e emocionais.
Geralmente ela acompanha uma variedade de condigdes, incluindo a lesdo de nervos
periféricos, lesdo do SNC, como por exemplo na esclerose maltipla, lesdo da medula espinal,
infeccdes virais como neuralgia pos-herpética e HIV, tumores, e perturbacdes metabdlicas, tais
como o diabetes mellitus. Os mecanismos deste tipo de dor ndo estdo bem elucidados, refletindo
negativamente na eficacia dos tratamentos (CLARK; OLD; MALCANGIO, 2013). A dor
neuropatica esta associada a problemas de salde geral e também esta relacionada a diminuicéo
da qualidade de vida e sono. Segundo Van Hecke et al. (2014) a prevaléncia de dor com
caracteristica neuropética esté entre 6,9% e 10% da populagdo e uma razdo para esta alta taxa
de prevaléncia é a auséncia de tratamentos efetivos (COHEN; MAO, 2014). Os pacientes
relatam depressdo e ansiedade quando comparados a portadores de dor de origem néo
neuropatica e tal queda na qualidade de vida ocorre independentemente da severidade ou
duracdo da neuropatia, além de os pacientes serem pouco responsivos a farmacoterapia
(SMITH; TORRANCE, 2012).

Ainda que todos os distarbios que causam a dor neuropética sejam causados a partir de
danos no sistema nervoso somatossensorial, existem diferencas entre suas etiologias (BARON
etal., 2017). Sendo assim, a dor neuropética pode ser caracterizada como periférica ou central,
sendo que, quando periférica provém da disfuncdo ou lesdo do SNP, por exemplo: neuralgia
pos herpética e diabetes mellitus. Ja a dor neuropatica central tem como causa a lesdo ou
disfuncdo do SNC, como lesdo medular ou acidente vascular cerebral, dentre outras causas
(KERSTMAN et al., 2013).

Uma combinacdo de sinais e sintomas se apresentam na dor neuropética e podem ser
classificados como espontaneos (independente de estimulos) nos quais pacientes relatam
sensacdes de queimacdo e choque, ou evocados (dependente de estimulos) como a alodinia e
hiperalgesia, além de sintomas como parestesia, dorméncia, coceira e formigamento,
considerados sensagdes anormais. (DWORKIN et al., 2003).

A dor neuropatica periférica se apresenta de maneira secundaria a uma doenca inicial
ou lesdo que afeta o sistema somatossensorial periférico e se desenvolve a partir da alteracéo

metabdlica, formacdo de espécies reativas de oxigénio, alteracfes na sinalizagdo intracelular e
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de canais i6nicos que juntamente levam a degeneracdo axonal e sintomas de dor neuropética
(CASHMAN; HOKE, 2015).

As lesdes ou disfungdes no sistema somatossensorial fazem com que os sinais de dor
sejam transmitidos erroneamente para diversos centros de dor. No caso da dor neuropatica,
ocorrem mudancas na funcdo do nervo e na area ao redor do nervo. Na periferia, medula
espinhal e cérebro, o aumento de excitabilidade e perda de inibicdo sdo aparentes. Essas
mudancas deslocam as vias sensoriais para um estado de hiperexcitabilidade, contribuindo para
que o estado de dor neuropatica se torne cronico (ARONOFF, 2016). Este fendmeno tem sido
considerado uma resposta puramente neuronal, porém novas evidéncias indicam a contribuicéo
de células ndo neuronais que secretam diversos mediadores pré-inflamatérios como citocinas e
quimiocinas capazes de modular a funcéo nociceptiva. No nervo periférico ha a infiltracdo de
células da imunidade inata e adaptativa na fase inicial da dor. Na medula espinal as células
residentes da glia passam por alteracdes morfologicas e aumentam sua resposta, assim como a
sintese e liberacdo de substancias que contribuem para a dor.(CLARK; OLD; MALCANGIO,
2013).

Em resumo, a lesdo ou disfuncdo do sistema nervoso somatossensorial, durante a dor
neuropatica, produz uma cascata de eventos celulares no sistema nervoso que inclui a ativacéo
de vérios tipos de células em nervos periféricos e GRD, formando uma resposta
neuroinflamatdria com a liberacdo de mediadores quimicos, incluindo muitas citocinas e
guimiocinas pro-inflamatorias e, finalmente, aumento da excitabilidade neuronal. Juntos, esses
eventos provavelmente contribuirdo para a alodinia, hiperalgesia e outros fenbmenos que
compdem a génese da dor neuropatica (WHITE; BHANGOO; MILLER, 2005).

Em particular, a dor neuropatica crénica resultante da lesdo do nervo periférico é um
problema clinico significativo, que muitas vezes se mostra refratario aos tratamentos atuais, em
parte devido ao fato dos mecanismos serem insuficientemente compreendidos e a falta de
investigacdo da resposta neuroinflamatoria que frequentemente acompanha a lesdo nervosa
periférica e as sindromes de dor neuropatica resultantes de modo que, a cascata de eventos
inflamatdrios que acompanha a maior parte da lesdo do tecido nervoso é um dos principais
contribuintes para o estabelecimento e manutencdo da dor neuropética (CLARK; OLD;
MALCANGIO, 2013; WHITE; BHANGOO; MILLER, 2005).
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2.3 CELULAS DA GLIA E A MODULACAO DA DOR NEUROPATICA

Durante o processo da dor neuropatica ocorre uma amplificacao das respostas dolorosas
oriundas da lesdo periférica que chegam até a medula espinhal, onde é realizada a primeira
sinapse nociceptiva. Tradicionalmente, esse fendmeno é considerado uma resposta puramente
neuronal, no entanto, algumas células do SNC, como as células da glia, foram recentemente
reconhecidas como moduladores da dor, além de suas outras fun¢ées (MILLIGAN; WATKINS,
2009; ZIMMERMANN, 2001).

As células da glia correspondem a 70% das células do sistema nervoso central, elas ndo
transmitem impulsos nervosos, porém atuam na sintese, liberacdo e captacdo de
neurotransmissores. Além disso, as células da glia desempenham um papel protetor pelo seu
envolvimento na formacdo da barreira hematoencefalica e no desenvolvimento da bainha de
mielina além da contribuicdo para a nutricdo dos neurdnios e mecanismos de defesa (MIKA et
al., 2013).

Diferentemente dos neurénios, cuja ativacao se deve a producéo de potenciais de acao,
as células da glia tém seu estado de ativacdo considerado multidimensional devido as diversas
fungdes desempenhadas quando ativadas (WATKINS; MAIER, 2003). No sistema nervoso
central as células da glia consistem em trés principais grupos, sendo eles: astrécitos, microglia
e oligodendrdcitos, sendo que astrocitos e microglia tém sido as principais células envolvidas
na modulagdo neuroimune da dor (JI; BERTA; NEDERGAARD, 2013).

Os astrocitos séo as células da glia mais abundantes no sistema nervoso central. Sdo
capazes de manter uma homeostase por meio da regulacdo dos niveis extracelulares de
proteinas, neurotransmissores e ions em seu ambiente. Tém funcBes vitais abundantes na
fisiologia do sistema nervoso central como a formacdo e manutencdo da barreira
hematoencefalica, regulacdo metabdlica e suporte da transmissdo sinaptica, de modo que sua
disfungéo esta associada principalmente a doencas neurodegenerativas (MIKA et al., 2013;
MOLOFSKY; DENEEN, 2015). Sua ativacéo leva a alteracdes morfologicas como hipertrofia
e aumento da producdo de um marcador de astrocitos chamado proteina acida fibrilar glial
(GFAP), além do aumento funcional da producdo de substancias pro-inflamatorias, como
citocinas (WATKINS; MAIER, 2003).

A microglia se apresenta em estado quiescente, ou seja, em “repouso”’, com morfologia
ramificada, pouca ou nenhuma expressao de receptores e marcadores de superficie celular. Sao

células consideradas originarias de uma linhagem celular monocitica de origem mesodérmica
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(miel6ide) e entram no SNC durante o desenvolvimento fetal. As células microgliais s&o
semelhantes a macrofagos no SNC e estdo envolvidas no desenvolvimento cerebral a partir de
interacdes com as sinapses cerebrais para o desenvolvimento normal do cérebro através da
ativacdo da cascata do sistema complemento. Possuem um papel fundamental na resposta as
lesGes diretas no sistema nervoso central como trauma ou isquemia, em doengas autoimunes
como esclerose multipla e doencas neurodegenerativos (JI; BERTA; NEDERGAARD, 2013;
SCHOLZ; WOOLF, 2007).

Quando ativada, a microglia sofre alteragdes morfologicas como hipertrofia,
proliferacdo, aumento dos marcadores de superficie celular e receptores, além de alteracfes nas
atividades funcionais, por exemplo a liberagdo de substancias pro-inflamatérias, sendo que as
alteracdes funcionais podem ocorrer na auséncia das alteracbes morfoldgicas, dependendo da
intensidade do estimulo (SCHOLZ; WOOLF, 2007; WATKINS; MAIER, 2003).

Os mecanismos pelos quais a ativagdo glial aumenta a transmissdo neuronal da
informacdo nociceptiva ainda ndo estdo completamente compreendidos, porém sabe-se que a
glia ativada libera substancias que atuam na modulacéo da dor. Dentre as variadas a¢fes destas
substancias podem estar listadas o aumento da excitabilidade, sensibilizacdo ou a
potencializagdo de potenciais de a¢do e inducdo da liberacdo de substancias que podem atuar
em neurdnios de segunda ordem gerando hiperalgesia e alodinia. Além disso, as células da glia
podem contribuir para o processamento da dor neuropatica atraves da liberacdo de moléculas
de sinalizacéo glial e neuronal, como por exemplo citocinas e quimiocinas que podem levar a
efeitos patoldgicos como neurotoxicidade e inflamacdo cronica (MILLIGAN; WATKINS,
2009; WATKINS; MAIER, 2003).

A ativacdo microglial induzida por lesdo de nervo é caracterizada pela fosforilagédo
(ativacdo) de proteinas cinases, como proteinas cinases ativadas por mitégeno p38 (MAPK),
proteinas cinases reguladas por sinal extracelular 1/2 (ERK), entre outras. Trés vias de
sinalizacdo medeiam o recrutamento da microglia espinal residente e sdo ativadas a partir da
ligagdo das quimiocinas CX3CL1 (fractalcina) atuando em seu receptor CX3CR1; CCL2
sinalizando através do receptor CCR2 e os receptores do tipo Toll ( Toll like receptors )
(SCHOLZ; WOOLF, 2007).

A ativacdo de astrocitos é facilitada devido ao seu contato proximo aos neuronios,
através da neurotransmissdo, uma vez que 0s astrocitos expressam diversos receptores para
neurotransmissores, como 0s receptores ionotropicos de glutamato AMPA (Alfa-amino-3-
hidroxi-metil-5-4-isoxazolpropionico) e NMDA  (N-metil-D-aspartato),  receptores

purinérgicos, receptores de substancia P, dentre outros. Na ativacao astrocitaria, sdo ativadas



25

vias de sinalizacdo de sinal extracelular (ERK) e c-Jun N-terminal quinase (c-JNK), dentre
outras (MILLIGAN; WATKINS, 2009).

Tanto a ativacdo de células microgliais quanto na de astrocitos levam ao aumento da
sintese de fatores inflamatdrios, como interleucina 1-p (IL-1p), interleucina-6 (IL-6), fator de
necrose tumoral-o. (TNF-a) e 6xido nitrico (NO), que sdo capazes de atuar sobre receptores
presentes nos neurdnios (MILLIGAN; WATKINS, 2009). O reconhecimento do envolvimento
dessas celulas na modulacdo da dor pode trazer nova abordagem de tratamento, de extrema
necessidade, uma vez que as terapias convencionais ndo tém efeitos satisfatorios na dor

neuropética e produzem efeitos colaterais indesejaveis (SCHOLZ; WOOLF, 2007).

2.4 CITOCINAS E QUIMIOCINAS

As citocinas e quimiocinas sdo proteinas que coordenam a resposta imune por todo o
corpo e sua desregulacdo esta relacionada ao desenvolvimento da neuroinflamacéo,
neurodegeneracdo e desmielinizacdo tanto no sistema nervoso central e periférico como em
condic@es de dor neuropética. (RAMESH; MACLEAN; PHILIPP, 2013).

As citocinas sdo proteinas sinalizadoras, com tamanho inferior a 80kDa, que possuem
ampla atuacdo nas funcdes bioldgicas, como a imunidade inata e adquirida, hematopoiese,
inflamacdo, reparo e proliferacdo (CHUNG, 2002). Elas estdo envolvidas em interagdes célula-
a-célula atuando predominantemente de forma parécrina, ou seja, em células adjacentes, porém
podem atuar de for autdcrina, na propria célula de origem, ou quando secretadas em grandes
guantidades frente a estimulos potentes podem alcancar a corrente sanguinea e atuar de maneira
endocrina em células distantes (CHUNG, 2002; MURPHY, 2014).

J& as quimiocinas sdo consideradas citocinas de baixo peso molecular, entre 7 e 15kDa,
e sua importante fungdo é na migracdo de células imunes. As quimiocinas podem ser
consideradas pro-inflamatorias, com a liberagdo induzida pela resposta imune ou homeostaticas
e estdo envolvidas no controle da migracéo celular durante o desenvolvimento ou a manutencgéo
dos tecidos. As primeiras quimiocinas biologicamente ativas foram descobertas no final dos
anos 80 e inicio dos anos 90. Elas tém uma alta especificidade na inducéo do recrutamento de
subtipos bem definidos de leucécitos (MOSER; LOETSCHER, 2001; PALOMINO; MARTI,
2015). Além disso, um dos estudos pioneiros na descoberta das quimiocinas utilizou-se uma

linhagem de células de glioma humano e observou-se o aumento da atividade quimioatraente
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de mondcitos, mas ndo de neutrofilos por dois tipos de peptideos derivados das células de
glioma identificados com composig¢des diferentes de citocinas ja descritas até entdo (TANG,;
WANG, 2018; YOSHIMURA et al., 1989).

Até o momento, foram identificadas aproximadamente 40 quimiocinas. Elas atuam
principalmente em neutrofilos, mondcitos, linfocitos e eosindfilos controlando a migragdo e o
posicionamento das células imunolodgicas por meio de interagdes com um subconjunto de
receptores acoplados a proteina G. As quimiocinas foram divididas em quatro principais
subfamilias com base no arranjo dos dois residuos de cisteina N-terminais (Figura 3).
Primeiramente foram descritas as familias CXC e CC, dependendo se os dois primeiros residuos
de cisteina ttm um aminoacido entre eles (CXC) ou sdo adjacentes (CC). Duas outras classes
de quimiocinas foram descritas posteriormente, como a linfotactina (C ou SCYc) e fractalcina
(CX3C ou SCYd). A primeira delas carece das cisteinas um e trés da estrutura quimiocina
tipica, enquanto a Ultima apresenta trés aminoacidos entre as duas primeiras cisteinas e é
também a Unica quimiocina ligada a membrana através de uma haste do tipo mucina
(GRIFFITH; SOKOL,; LUSTER, 2014; ZLOTNIK; YOSHIE, 2000).
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Figura 3- Estrutura das quimiocinas

Nota: As quimiocinas sdo divididas em quatro familias de acordo com o ndmero e a organizagao
dos residuos de cisteina conservados no seu terminal-N. O dominio transmembrana de CX3CL1 é
representado por lipidios (em cinza).

Fonte: (MUNNIK et al., 2015)

As gquimiocinas sdo divididas em duas categorias baseadas em sua atividade bioldgica,

sendo elas: quimiocinas homeostaticas e quimiocinas inflamatdrias, envolvidas na manutencao



27

da homeostase e inducdo da inflamagéo, respectivamente (RAMESH; MACLEAN; PHILIPP,
2013).

Em condi¢des normais, as quimiocinas homeostaticas atuam na regulacao do transporte
celular para que tais células sejam direcionadas a tecidos e 6rgdos especificos afim de manter
uma composic¢do leucocitaria consistente em preparagdo para respostas imunes desencadeadas
por danos. Pode-se citar como exemplo as quimiocinas homeostéticas do sistema nervoso
central, expressas na vasculatura da barreira hematoencefalica, que regulam a entrada de
leucdcitos no SNC para a¢do imunolégica, como as CXCL12, CCL19, CCL20e CCL21 (CHEN
etal., 2018).

Diferentemente das quimiocinas homeostaticas, as quimiocinas inflamatorias ndo sdo
expressas em altos niveis na auséncia do dano tecidual, ou seja, sdo expressas por leucocitos
circulantes e outros tipos de células apds sua ativacdo, durante uma situacao inflamatoria. Sua
expressdo € frequentemente desencadeada por mediadores pré-inflamatérios e produtos
microbianos afim de facilitar a resposta imune (CHEN et al., 2018, RAMESH; MACLEAN;
PHILIPP, 2013).

As quimiocinas inflamatorias incluem CCL1-5 e CXCL1-11. Em geral, as CXCL1-8
regulam a migracdo de neutrofilos e as CXCL9-11 regulam a migracéo de células T ativadas.
A maioria das quimiocinas CC inflamatérias induz quimiotaxia de mondcitos, macréfagos e
células T (CHEN et al., 2018). Quase todos os leucdcitos expressam padrées complexos de
receptores acoplados a proteina G para quimiocinas, 0s quais permitem respostas a diversas
quimiocinas induzidas sob condic@es de inflamacdo (CHEN et al., 2018).

As quimiocinas também sdo abundantemente expressas em neurénios, células da glia e
células progenitoras neurais, que sdo os principais tipos de células do sistema nervoso. De fato,
todas essas células podem elaborar a sintese de quimiocinas, particularmente sob condicdes de
lesdio do SNC, na qual potencialmente iniciam-se uma cascata de eventos que leva a
neuroinflamacdo, que pode ser potencializada pela expressao de citocinas pro-inflamatorias,
como TNF-a e IL-1B Essas respostas neuroinflamatorias podem ocorrer no SNC e sdo
claramente importantes no estabelecimento da dor neuropatica (WHITE; BHANGOO;
MILLER, 2005).

Os receptores de quimiocinas sdo compostos por quatro subfamilias baseadas nos
residuos de cisteina N-terminais, sendo denominados CCR, CXCR, CX3CR e XCR e possuem
como caracteristica proeminente a nao seletividade, ou seja, algumas quimiocinas podem se
ligar em mais de um receptor ou um receptor pode se ligar a mais de uma quimiocina diferente

(CHEN et al., 2018). Além disso, os receptores que as quimiocinas agem sao divididos em dois
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grupos: receptores de quimiocinas acoplados a proteina G (GPCRs, do inglés G-protein-
coupled receptors), compostas por trés subunidades: Ga, G e Gy), que sinalizam pela ativagado
de proteinas G do tipo Gi sensiveis a toxina pertissis (PTX) e os receptores atipicos de
quimiocinas, que agem de uma forma que ndo depende da proteina G (GRIFFITH; SOKOL;
LUSTER, 2014; MURPHY, 2014).

Os receptores atipicos de quimiocinas, inicialmente foram chamados de receptores
“silenciosos” por ndo ativarem eventos de sinalizagdo convencionais, mas apesar de nao
promoverem a sinalizacdo através da proteina G, 0s receptores atipicos tem capacidade de
internalizar, degradar ou transportar ligantes e assim modificar gradientes e criar padrdes
funcionais de quimiocinas nos tecidos (GRAHAM et al., 2012). Os receptores acoplados a
proteina G de quimiocinas sdo expressos principalmente pelos leucdcitos e sua principal funcéo
foi originalmente proposta para guiar o trafego e o homing de leucdcitos, ativando integrinas,
gerando anions superdxidos e liberando o contetdo dos granulos. Essas func¢bes constituem
uma das primeiras linhas de defesa frente a microorganismos invasores e lesdo tecidual, porém,
na Ultima década, as quimiocinas e seus GPCRs também foram implicados em muitos processos
fisiopatoldgicos essenciais, incluindo desenvolvimento, angiogénese, homeostase epitelial,
progressdo do cancer e dor. Estes receptores de quimiocinas ndo estdo limitados aos leucdcitos,
mas podem também ser expressos em outros tipos de células como microglia e astrdcitos
(CHEN et al., 2018; HE et al., 1997; OLD; MALCANGIO, 2012).

2.5 QUIMIOCINAS E DOR NEUROPATICA

Quando h&d um dano no SNP e no tecido ndo nervoso circundante, uma resposta
inflamatoria é induzida, gerando aumento do suprimento sanguineo local, alteragdes na
permeabilidade capilar e migracdo dos leucdcitos do sangue periférico para o local da leséo,
facilitando os mecanismos de defesa e reparo, com consequente sensibilizacdo do nociceptor
aferente e dor (WHITE; BHANGOO; MILLER, 2005).

Dentro desse contexto, citocinas, radicais livres, fatores de transcri¢do, como NF-«B, e
guimiocinas medeiam a resposta inflamatoria, que é amplificada pelas células gliais do SNC
(microglia e astrocitos) e no caso do SNP, células satélites e de Schwann sendo que, tanto as

células gliais do SNC como as do SNP sofrem alteragcdes morfologicas e aumentam a sintese
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de substancias pré-inflamatorias como quimiocinas e citocinas (WHITE; BHANGOO;
MILLER, 2005).

Além da quimiotaxia, as quimiocinas podem estar diretamente envolvidas na mediacao
da dor. Uma das primeiras sugestdes sobre a acdo das quimiocinas na nocicepc¢éo foi através de
um estudo feito por Cunha et al. (1991), em que foi avaliado o efeito hiperalgésico da
quimiocina CXCLS8, avaliado pelo teste mecanico de pressdo na pata de ratos, no qual
encontraram uma resposta hiperalgésica dose-dependente (CUNHA et al., 1991).

Um outro estudo feito por Ribeiro et al. (2000), mostrou que a resposta nociceptiva
frente ao teste de contor¢do induzida por &cido acético e zymosan (componente da parede
celular da levedura Saccharomyces cereviae) em camundongos, foi dependente da ativacdo de
macrofagos residentes e mastocitos, que liberam TNF-a, IL-1p ¢ CXCL8. Além disso, os
autores encontraram que a administracdo intraperitoneal de um antissoro especifico para o
CXCL8 blogueou parcialmente a resposta nociceptiva. Considerando que a injecéo
intraperitoneal de TNF-a, IL-1B ou CXCL8 separadamente nio induziu o efeito nociceptivo.
No entanto, a injecdo de uma mistura contendo as trés citocinas recombinantes causou uma
resposta nociceptiva significativa, sugerindo que o efeito nociceptivo é resultante de um efeito
sinérgico das trés substdncias e que a quimiocina depende das citocinas para produzir
nocicep¢do (RIBEIRO et al., 2000).

Em adicdo, ensaios de imunocitoquimica e PCR em tempo real demonstraram que
neurdnios do GRD estdo ativamente envolvidos na sinalizacdo de quimiocinas e que estes
neurdnios expressam o0s receptores para quimiocinas do tipo CCR4 e CCR5, bem como,
CXCR4 e CX3CR1 (OH et al., 2001). Além disso, um estudo encontrou que a estimulacéo
desses receptores em neur6nios sensoriais isolados induziu mobilizacéo de célcio, diminuigdo
do limiar para geracédo de potencial de acdo e a liberacdo de Substancia P (OH et al., 2001)

A expressao, distribuicdo e funcdo de quimiocinas e seus receptores na dor neuropatica
sdo investigadas em diferentes modelos animais. Embora varias quimiocinas e seus respectivos
receptores tenham sido implicados neste tipo de dor, a CX3CL1 juntamente com seu receptor
CX3CR1 e a CCL2 com o CCR2 séo as mais investigadas. Estudos demonstraram que a
interacdo CX3CL1/CX3CR1 e CCL2/CCR2 produziram comportamentos de alodinia e
hiperalgesia térmica em modelos de dor neuropatica, os quais foram atenuados por anticorpos
neutralizantes ou antagonistas contra tais quimiocinas ou o receptor, respectivamente (BOGEN
et al., 2009; MILLIGAN et al., 2005, 2004). Em adi¢do, um outro estudo demonstrou que a
CXCL12 via CXCR4 esta implicada na dor neuropatica associada ao HIV-1 (GAO; JI, 2010).
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Visto que, a maioria dos estudos tém investigado o envolvimento das quimiocinas CCL2
e CX3CL1 na génese da dor neuropatica, o presente estudo objetivou investigar e ampliar o

conhecimento do envolvimento da quimiocina CXCL1 nesse tipo de dor.

2.6 CXCL1 e CXCR2

CXCL1 é uma das quimiocinas pertencentes a familia CXC, ou seja, possui um residuo
de aminoacido entre dois residuos de cisteina. Em camundongos, essa quimiocina também é
conhecida como quimiocina derivada de queratindcitos (do inglés a sigla KC) e em ratos como
quimioatrativo de neutrofilos induzido por citocina-1 (CINC-1) (SILVA et al., 2017). Ja em
humanos, ela é conhecida como oncogene regulado pelo crescimento-o (GRO-a).

Em camundongos a KC foi identificada a partir de sua superexpressdo em
queratindcitos, mondcitos e macréfagos murinos atraves da estimulacdo por PGDF (fator de
crescimento derivado de plaquetas) (COCHRAN; REFFEL; STILES, 1983). Em ratos a CINC-
1 foi descrita como um fator quimiotatico para leucdcitos polimorfonucleares secretados pela
linhagem de células epitelidides renais de ratos NRK-52E em resposta a IL-1p (WATANABE;
NAKAGAWA, 1987). Posteriormente, foram reconhecidas grandes semelhancas estruturais
entre GRO- o, CINC-1 e KC (WATANABE et al., 1989), porém atualmente é denominada
CXCL1 de acordo com a nova classificagdo de quimiocinas (ZLOTNIK; YOSHIE, 2000).

Em roedores, ela desempenha papéis semelhantes a IL-8 (CXCL8) encontrada em
humanos, ou seja, no tecido periférico estd envolvida na quimiotaxia e degranulacdo de
neutrofilos na fase inicial da inflamacdo (ZHANG et al., 2013), desempenhando assim papéis
importantes na resposta imune. Primeiramente atuando no direcionamento de neutrofilos
periféricos até o local da lesdo e em segundo lugar ativando a liberacdo de proteases e espécies
reativas de oxigénio (ROS) para a morte microbiana no tecido lesado (SAWANT et al., 2016).
Estudos indicam que a expressdao de CXCL1 ¢ principalmente regulada via NFkB (ACOSTA
et al., 2008) e, é produzida durante a resposta inflamatdria, contribuindo também para a
modulacéo da angiogénese e crescimento tumoral, além de sua principal funcdo de quimiotaxia
(AMIRI; RICHMOND, 2003). A figura 4 demonstra a estrutura da quimiocina CXCLL1.
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Figura 4 - CXCL1 — Estrutura quimica
Fonte: (123RF, 2018)

A CXCL1 promove respostas celulares através da ativacdo dos receptores acoplados a
proteina G dos tipos CXCR1 e CXCR2, sendo agonista parcial de CXCR1 e agonista total de
CXCR2 (RAJAGOPAL et al., 2013), embora 0 CXCR2 tenha outros ligantes, como CXCL2,
CXCL3, CXCL5 e CXCL7, porém apresentando uma sinalizacdo intracelular diferente (SILVA
etal., 2017). A ligacdo entre CXCL1 e o CXCR2 promove a ativacdo do fosfatidilinositol-4,5-
bisfosfato 3-kinase (PI3K) e proteinas kinases como ERK1/2, as quais aumentam os niveis de
ions de calcio intracelular (RAGHUWANSHI et al., 2012).

Quando ha inflamacdo em um tecido periférico, células locais como macréfagos
residentes, medeiam a liberacdo de CXCL1, que contribui para a hiperalgesia e indiretamente
direciona a sensibilizacdo nociceptiva periférica através de seu efeito quimiotatico mediando a
migracdo de neutrofilos (CARREIRA et al., 2013; SILVA et al., 2017)

A CXCL1 modula a excitabilidade neuronal dos neurénios do GRD, aumentando as
correntes de sodio, de potassio e a funcdo do TRPV-1, além de estimular o influxo de célcio e
a liberacdo de peptideos relacionados ao gene da calcitonina (do inglés CGRP) em neurénios
sensoriais (ZHANG et al., 2013). Um estudo evidenciou a facilitacdo do impulso nociceptivo
ao nivel central atraves da injecdo intracerebroventricular de CXCL1, a qual reduziu o limiar
mecanico em teste de pressdo na pata de ratos (YAMAMOTO et al., 1998). Além disso,
KIGUICHI et al. (2012), encontraram que a expressdo do receptor CXCR2 foi co-localizada
com neutréfilos em nervo lesado em um modelo de dor neuropatica em ratos. Adicionalmente,
outro estudo demonstrou que na inflamacdo do tecido periférico a liberacdo de CXCL1 &

mediada por células locais, principalmente macrofagos residentes e a hiperalgesia causada pela
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CXCL1 se relaciona com sua acdo na liberacdo de aminas simpdticas e prostaglandinas
(LORENZETTI et al., 2002).

Em modelos de dor neuropatica, estudos tém verificado um aumento da expressao de
CXCL1 em GRD, assim como a infiltracdo de neutrofilos e macrofagos que também liberam
CXCL1 apés lesdo do nervo (HU; MCLACHLAN, 2002), sugerindo que os leucocitos podem
ser, pelo menos em parte, responsaveis pela producdo de CXCL1 em DRG, apds dano do nervo
periférico (LI et al., 2007). Além disso, outro estudo demonstrou o aumento de CXCL1 na
medula espinal apds inducéo de neuropatia, na qual gerou hiperalgesia que foi revertida com a
administracdo do antagonista do receptor CXCR2, além da diminuicdo producdo da
quimiocinas (MANJAVACHI et al., 2014).

A partir de ensaios de imunofluorescéncia com dupla marcacao, estudos demonstraram
gue em situacdes homeostaticas a micrdglia ndo expressa CXCR2, porém na presenca de
patologias do SNC sua expressdo € aumentada, assim como a expressao de sua quimiocinas
ligante CXCL1 (RYU et al., 2015; VALLES et al., 2006)

Em adicdo, estudos envolvendo lesdo do nervo espinal demonstraram a expresséo de
MRNA de CXCL1 em astrdcitos espinhais (PINEAU et al., 2010; ZHANG et al., 2013) e esse
aumento pode estar relacionado com a manutencdo da dor neuropatica, pois a injecdo de
anticorpos neutralizantes para CXCL1 atenuaram a hiperalgesia e alodinia induzida pelo
modelo de dor neuropatica (ZHANG et al., 2013).

Visto que, muitas evidencias tém demonstrado a participacdo da quimiocina CXCL1 na
resposta nociceptiva, o presente estudo ira investigar o envolvimento da CXCLL1 e sua relacdo

com as células da glia a nivel espinal durante a génese da dor neuropatica.
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3 OBJETIVOS

Abaixo estdo descritos os objetivos do trabalho.

3.1- Objetivos Gerais

Investigar o envolvimento da quimiocina CXCL1 via ativagdo das células da glia na

génese da dor neuropética em ratos ao nivel espinal.

3.2- Objetivos especificos

- Avaliar a participacdo da CXCL1 com as células da glia (micréglia e astrocitos) durante a
nocicepcao

- Avaliar a participacdo dos receptores CXCR2 com as células da glia (micréglia e astrocitos)
durante a dor neuropética

- Avaliar os niveis proteicos de CXCL1, micrdglia e astrocitos durante a dor neuropatica;
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4 MATERIAIS E METODOS

Seguem abaixo 0s materiais e métodos utilizados no estudo.

Este estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA), da
Universidade Federal de Alfenas (UNIFAL) / Minas Gerais/ Brasil, sob o protocolo n°:
12/2017.

Abaixo seguem o0s materiais e métodos utilizados ao longo do estudo.

4.1 ANIMAIS

Foram utilizados 214 ratos machos Wistar (Rattus norvegicus, variedade abinus), de 6
semanas, com peso entre 250 a 300 g, provenientes do Biotério Central do Campus da UNIFAL.
Os animais foram mantidos sob condicGes padrdes de temperatura (22,1 °C), ciclo claro/escuro
(12 h/12 h) e umidade de 65 %, com livre acesso a ragao e agua até o inicio de cada experimento.
Os animais foram alojados em caixas de polipropileno, sendo 6 animais por caixa. Todos 0s
experimentos seguiram as normas de ética estabelecidas para experimentacdo, recomendadas
pela IASP (International Association for the Study of Pain) (ZIMMERMANN, 1983) e as
normas que regulamentam aspectos éticos da utilizacdo de animais de laboratorio elaborados
pela Comissdo de Etica em Experimentacdo Animal da UNIFAL (CEUA).

4.2 MODELO DE DOR NEUROPATICA

Para induzir a dor neuropética foi utilizado o modelo de constrigdo cronica do nervo
ciatico (CClI - Chronic Constriction Injury) (BENNETT; XIE, 1988). Este modelo consiste na
amarragdo do nervo ciatico em quatro pontos, produzindo constricdo crénica sobre o nervo.
Inicialmente os animais foram pesados e anestesiados com Cetamina (CEVA®, Brasil) (12

mg/kg) e Xilazina (CEVA®, Brasil) (1 mg/kg), administradas por via intraperitoneal (i.p.). O
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nervo ciatico foi exposto (figura 5) na regido abaixo do gliteo no lado direito e ligado com
quatro amarragdes com fio de seda separados por 2 mm (figura 6) e recolocado no lugar, entdo
a pele foi suturada, com padrdo de trés suturas (figura 7), sendo que os animais submetidos a
cirurgia de constricdo foram denominados como grupo CCI e os animais que passaram pelo
mesmo procedimento, porém ndo tiveram o nervo constrito foram denominados grupo SHAM

(falso operados). Ao final da cirurgia, os animais foram recolocados no biotério de manutenco.

Figura 5 - Cirurgia de Constricdo Cronica do Nervo
Ciatico

Nota: Exposi¢do do nervo ciatico

Fonte: do autor



36

Figura 6 - Cirurgia de Constricdo Cronica do Nervo
Ciatico

Nota: Nervo ciatico constrito

Fonte: do autor

Figura 7 - Cirurgia de Constricdo Cronica do Nervo
Cidtico

Nota: Sutura da pele

Fonte: do autor
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4.3 DROGAS UTILIZADAS

O presente estudo utilizou as seguintes drogas:

- SB225002 (TOCRIS®, EUA): antagonista para os receptores CXCR2, diluido em
DMSO (10%) nas doses 3,5 ug, 7,0 pg e 14,0 pg e um volume de 10 pL por via intratecal.

- Minociclina (SIGMA®, EUA): inibidor seletivo de microglia, diluida em solucéo
salina estéril (0,9%) nas doses de 50 pg e 100 pg no volume de 1 OpL por via intratecal.

- Fluorocitrato (INVIVOGEN®, EUA): inibidor de astrdcitos, diluido em solucao
salina estéril (0,9%) nas doses de 0,5 nmol e 1,0 nmol no volume de 10 pL por via intratecal.

- CXCL1 recombinante (TOCRIS®, EUA), diluido em salina estéril (0,9%), nas doses
de 1 ng e 10 ng no volume de 10 pL por via intratecal.

Para os grupos controle foram administrados os seguintes veiculos: salina estéril (0,9%)
e DMSO (10%), ambos em volume de 10 pL.

4.4 VIA DE ADMINISTRACAO

Todas as drogas foram administradas por via intratecal (i.t.). Para que o teste fosse
padronizado e houvesse administracdo correta das drogas, foi realizado treinamento prévio da
administragdo de 5 puL de lidocaina 2% (DENSPLY PHARMACEUTICAL®, Japdo) e a
paralisia dos membros posteriores era considerada uma administragdo correta. Primeiramente
os animais foram tricotomizados e anestesiados com Isoflurano 2% (CRISTALIA®, Brasil) e
O2 (2 L/min), através de um vaporizador calibrado em seguida os animais foram posicionados
adequadamente afim de facilitar o reconhecimento dos espacos intervertebrais. A injecdo de 10
pL da droga ou veiculo utilizado foi feita no espaco subaracndide entre a quarta e quinta
vertebra lombar apos a verificacdo da retirada da cauda (Flinch) quando a agulha (13 x 0,3 mm)
era inserida (HYLDEN; WILCOX, 1980).
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4.5 AVALIACAO DO LIMIAR NOCICEPTIVO

De acordo com o método de Chaplan e colaboradores (1994), os experimentos foram
efetuados dentro do ciclo circadiano dos animais, respeitando o ciclo claro dentre o periodo de
7:00 horas da manhé e 18:00 horas da tarde. Primeiramente, os animais foram colocados em
caixas individuais de vidro sobre uma grade de metal que da acesso a pata e mantidos por 30
minutos para a aclimatacdo ao ambiente para que entdo fosse dado inicio ao experimento. A
avaliacdo do limiar de retirada da pata foi feita por meio do aparato von Frey filamentos
(ANESTHESIO®). Os filamentos utilizados foram os seguintes: 0,6 9,19,29,49,6 4, 8 g,
10 g, 15g, 26 g, 60 g e foram aplicados de forma perpendicular a superficie plantar da pata
traseira do animal por alguns segundos. Foi considerada uma resposta positiva a retirada da
pata, seguida de lambida da mesma e/ou “flinch”. Foram efetuados seis estimulos na pata (figura
8), iniciando por um filamento intermediario (6 g) que seguido de resposta positiva era sucedido
do filamento anterior e seguido de resposta negativa era sucedido pelo préximo filamento até

que fossem completados os seis estimulos (DIXON, 1980).

Figura 8 — Teste de VVon Frey Filamentos
Nota: Avaliagdo do limiar nociceptivo por filamentos
de VVon Frey
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Fonte: do autor

4.6 ANALISE DE WESTERN BLOT

Esse ensaio biomolecular foi utilizado para avaliar a expressdo do nivel de proteinas da
quimiocina CXCL1 no 13° dia ap6s a neuropatia induzida por CCI. Foi também avaliada a
expressao de Ibal, um marcador de células microgliais e GFAP, um marcador de astrocitos.
Para tal, foi utilizado tecido medular da regido lombar (Segmentos L4-L6) coletados ap6s 13
dias da inducgdo da neuropatia pelo modelo de CClI e 3 horas ap6s tratamento com SB225002.
Para a coleta de tecidos, os animais receberam uma over dose Cetamina (CEVA®, Brasil) e
Xilazina (CEVA®, Brasil e em seguida decaptados, entdo a regidao lombar da medula foi
retirada e mantida em -80°C até o dia do experimento.

Os tecidos foram homogeneizados em homogeneizador de tecidos tipo Turrax
(MARCONI®, Brasil) em uma solucdo contendo tampdo RIPA de lise e um cocktail de
inibidores de proteases (SIGMA®, Brasil). Entdo, foi utilizada a propor¢cdo de
aproximadamente de 0,04 g de tecido medular (regido lombar) para 200 pul de tampao de lise
enriquecido. Apds o processamento, as amostras foram centrifugadas a 14.000 rpm por 10
minutos e 4°C e o sobrenadante foi aliquotado em tubos de polipropileno (1,5 ml,
EPPENDORF® Brasil) e armazenados em um biofreezer a -80°C para posterior utilizacéo.

Posteriormente, as amostras foram entdo diluidas em tampdo de amostra (4X TRIS
HCI/SDS pH=6.8, 3% Glycerol, 1% SDS, 10% B-mercaptoetanol, Azul de Bromofenol) e
fervidas em banho maria a 95°C por 5 minutos. Para o gel de separacdo, foi utilizado
poliacrilamida em concentracdo de 10% para a marcagdo de GFAP e 15% para a marcacgéo de
Ibal e CXCLL1. Foram utilizados 100 pg de proteina de cada amostra no gel de separacao para
que entdo fossem submetidas a eletroforese por meio do aparato Mini-PROTEAN Tetra
Vertical Electrophoresis Cell (BIO-RAD®, EUA) com corrente de 80 V para a passagem das
proteinas no gel de entrada e 120 V no gel de corrida. Ap0s 0 processo de separagdo e corrida
no gel, as proteinas foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose (MILLIPORE®,
USA) com poro de 0,45 pum de didmetro, por meio do sistema Trans-Blot Turbo (BIO-RAD®,
EUA). A qualidade da transferéncia foi monitorada através da coloragdo da membrana com
solucgéo de Ponceau 0,3%. A membrana foi entdo lavada em solucdo TBS-Tween (TBST) até
que a solucdo Ponceau fosse eliminada e colocada em solucgéo de bloqueio (5% de leite em po
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desnatado e 0,1% de BSA), por 7 horas, para a marcacdo de CXCLL1 e Ibal por 2 horas (5% de
leite em po desnatado) para a marcacdo de GFAP. Apds o bloqueio, a membrana foi lavada por
cinco minutos (por cinco vezes) e incubada overnight com o anticorpo primario especifico:
Anti-CXCL1 (sc-365870 SANTA CRUZ®, USA) na concentracdo de 1:1000, Anti-GFAP
(PA1239 BOSTER BIOLOGICAL TECHNOLOGY®, EUA) na concentragao de 1:250 e Anti
Ibal (016-20001 WAKO®, EUA) na concentracdo de 1:1000. Em seguida, a membrana foi
lavada com TBS-T por 5 minutos (por cinco vezes) e incubada por duas horas com o anticorpo
secundario na concentracdo 1:3000 anti-mouse IgG-HRP (A9044 Sigma-Aldrich®, EUA), para
a marcagdo de CXCL1 e GFAP e anti-rabbit IgG-HRP (sc-2004 Sigma-Aldrich®, EUA) na
concentragdo 1:2000 para Ibal. A B-actina (A2228 Sigma-Aldrich®, EUA) na concentracao
1:3000 foi utilizada como controle interno da reacdo. Ap6s o periodo de incubacdo a membrana
foi novamente lavada em TBS-T (cinco minutos por cinco vezes). Entdo, as bandas proteicas
de interesse, sendo CXCL1 8 kDa, Ibal 17 kDa, GFAP 49 kDa e B-actina 41 kDa e foram
detectadas por uma reacdo de quimioluminescéncia (kit ECL Clarity™ BIO-RAD®, EUA) de
acordo com a intensidade da densidade Optica de imunorreatividade e analisadas pelo
software.ImageLab (BIO-RAD®, EUA).

4.7 DELINEAMENTO DO ESTUDO

Primeiramente, foram utilizados dois grupos compostos por animais submetidos a
cirurgia de constricdo do nervo e animais falso operados afim de avaliar em qual periodo o
limiar nociceptivo era significantemente reduzido e obter conhecimento do pico de nocicepcao.
Entdo, os animais foram submetidos a uma medida basal antes do procedimento cirdrgico e a
avaliacdes nos dias 4, 8, 10, 13, 16 e 19 apds a cirurgia, assim como mostrado na figura 9. Além
disso, a avaliagdo da alodinia mecénica foi conduzida tanto no lado ipsilateral como no lado
contralateral.
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Medida do Limiar Nociceptivo
| I
MB 4 8 10 13 16 19
CCI/ SHAM
[ TEMPO (DIAS) ]

Figura 9 - Esquema da periodicidade de avalia¢cdes do limiar de retirada da pata ap0s cirurgia de constri¢éo

crbnica do nervo ciatico
Nota: MB: medida basal.
Fonte: do autor

Para a avaliagcdo da participacdo tanto dos receptores CXCR2 quanto da quimiocina

CXCL1 na dor neuropética, foi feita uma curva dose-resposta utilizando o SB225002 (figura

10), e o0 agonista CXCL1 (figura 11), respectivamente, sendo que o primeiro foi utilizado em

trés diferentes doses e o segundo em duas diferentes doses. Para receberem o SB225002

primeiramente os animais foram submetidos a cirurgia de constricdo do nervo ou cirurgia

SHAM e a administracdo i.t. da droga ou veiculo foi feita no 13° ap6s o procedimento de acordo

com o experimento que determinou o dia com menor limiar nociceptivo. Foi administrada a

dose de 3,5ug, 7,0ug, 14,0ug ou veiculo. As avaliacbes com os filamentos de VVon Frey foram

conduzidas nos tempos de 1, 3, 5, 7 e 24 horas apds a administracdo. Ja o outro grupo de animais

recebeu o agonista em duas diferentes doses, sendo elas 1ng e 10ng ou veiculo, foram avaliados

pelos filamentos de VVon Frey ap6s 1, 3, 5, 7, 24 e 48 horas apds a administracdo.

Medida do Limiar Nociceptivo

=TTy
I-[ -[llll

MB 3 5 7 24
CCI/ SHAM Injecdo i.t.
sB225002/ | TEMPO (HORAS) ]
Vec

Figura 10 - Esquema da periodicidade de avaliagdes do limiar de retirada da pata para a avaliacdo da
participacao dos receptores CXCR2



Nota: MB: medida basal; injecdo i.t; injecdo intratecal.
Fonte: do autor
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Medida do Limiar Nociceptivo

MB | 3 5 7 24 48
Injecdo 1.t. [
CXCLI

Vec

TEMPO (HORAS) ]

Figura 11 - Esquema da periodicidade de avaliacGes do limiar de retirada da pata na nocicep¢do induzida
pela quimiocina CXCL1

Nota: MB: medida basal; injecdo i.t: injecdo intratecal.

Fonte: do autor

Ap0s o reconhecimento da melhor dose através da curva dose-resposta do agonista de

CXCL1, os experimentos foram conduzidos através do uso deste e dos inibidores de micrdglia

e astrocitos, minociclina (figura 12) e fluorocitrato, respectivamente (figura 13). Primeiramente

o limiar de retirada da pata foi avaliado antes da administracdo das drogas (MB), entéo foi feita

a administracdo i.t. do agonista de CXCL1 ou veiculo e apds 20 minutos a administracdo i.t. de

minociclina ou veiculo e no outro grupo fluorocitrato ou veiculo e posteriormente o limiar

nociceptivo foi avaliado pelo von Frey filamentos ap6s 1, 3, 5, 7 e 24 horas ap0s a

administracao.
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Medida do Limiar Nociceptivo

L 20 MINUTOS 3

MB , | 3 5 7 24
Injecdo i.t. Injecdo i.t.
CXCL1 Minociclina [ TEMPO (HORAS) ]
Vec Vec

Figura 12 - Esquema da periodicidade de avaliacBes do limiar de retirada da pata na nocicep¢do induzida
pela quimiocinas CXCL1 para avaliacdo do envolvimento da micréglia espinal

Nota: MB: medida basal; injec&o i.t: injecdo intratecal.

Fonte: do autor

Medida do Limiar Nociceptivo

Inje¢do i.t. Injecdo i.t.
CXCLI1 Fluorocitrato [ TEMPO (HORAS) }
Vec Vec

Figura 13 - Esquema da periodicidade de avaliacBes do limiar de retirada da pata na nocicepcédo induzida
pela quimiocinas CXCL1 para avaliacdo do envolvimento de astrdcitos espinais

Nota: MB: medida basal; injec&o i.t: injecdo intratecal.

Fonte: do autor

Outros grupos foram divididos em animais submetidos a cirurgia de CCl ou SHAM,

afim de investigar a participacao das células da glia na dor neuropatica, entao, foram avaliados

antes do procedimento (MB) e ap0s 13 dias receberam por via i.t. a administracdo de

minociclina/veiculo (figura 14), fluorocitrato/veiculo (figura 15) e foram avaliados apés 1, 3,

5, 7 e 24 horas ap0s a administracao.
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Medida do Limiar Nociceptivo

I 1 l | I I | I
5

MB 1 3 7 24
CCI/SHAM  Injecio i.t.
[ TEMPO (HORAS) ]

Minociclina

Vec

Figura 14 - Esquema da periodicidade de avaliacfes do limiar de retirada da pata para investigacdo do
envolvimento da micréglia na dor neuropética

Nota: MB: medida basal; injec¢do i.t: injecdo intratecal.

Fonte: do autor

Medida do Limiar Nociceptivo

Y 130ias 3
1 T T T T 1

MB 1 3 7 24

CCI/ SHAM Injecdo i.t.
Fluorocitrato [ TEMPO (HORAS) ]

Vec

Figura 15 - Esquema da periodicidade de avaliacfes do limiar de retirada da pata para investigacdo do
envolvimento de astrdcitos na dor neuropética

Nota: MB: medida basal; inje¢do i.t: injecdo intratecal.

Fonte: do autor

Para o ensaio molecular de Western Blot, foram avaliados os niveis proteicos de

CXCL1, Ibal e GFAP. Para a marcacdo de CXCL1 os animais foram divididos em dois grupos,

sendo eles: CCl e SHAM. No 13° dia apds a cirurgia, 0s animais tiveram 0s seguimentos

medulares coletados para a realizagéo do ensaio (figura 16). J& para a marcagéo de Ibal e GFAP,

0s animais também foram divididos em grupo CCI e grupo SHAM, porém no 13° dia apos a

cirurgia os animais receberam uma injecéo intratecal de SB225002 na dose de 14,0 pg e os

seguimentos medulares foram coletados ap6s 3 horas da administracdo (figura 17).
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Figura 16 - Esquema do delineamento para o ensaio molecular para
avaliacdo dos niveis proteicos de CXCL1.
Fonte: do autor.

Ibal
GFAP

A
| |

CCI'SHAM Injecdo it COLETA
SB225002 3° hora

Figura 17 - Esquema do delineamento para o ensaio molecular para avalia¢cdo dos niveis
proteicos de Ibal e GFAP.
Fonte: do autor.

4.8 GRUPOS EXPERIMENTAIS

Para a realizacdo dos protocolos experimentais, os animais foram divididos nos seguintes
grupos:

Animais submetidos a cirurgia de CCI (n=6) e animais SHAM (n=6); animais
submetidos a cirurgia de CCl e pre-tratados com o0 SB225002 3,5 ug (n=6); nimais SHAM pré-
tratados com o SB225002 3,5 pg (n=6); animais submetidos a cirurgia de CCl e pré-tratados
com o SB225002 7,0 pg (n=6); animais SHAM pré-tratados com o SB225002 7,0 ug (n=6);
animais submetidos a cirurgia de CCI e pré-tratados com o SB225002 14,0 ug (n=6); SHAM
pré-tratados com o SB225002 14,0 ug (n=6); animais submetidos a cirurgia de CCI e pré-
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tratados pelo veiculo do SB225002 (n=6); animais SHAM pré-tratados pelo veiculo do
SB225002 (n=6);

Animais tratados por CXCL1 1ng (n=6); animais tratados por CXCL1 10ng (n=6);
animais tratados pelo veiculo de CXCL1 (n=6);

Animais tratados por CXCL1 10ng e minociclina 50ug (n=6); animais tratados por
CXCL1 10ng e veiculo da minociclina (n=6); animais tratados pelo veiculo de CXCL1 e
minociclina 50ug (n=6); animais tratados pelo veiculo de CXCL1 e veiculo da minociclina
(n=6);

Animais tratados por CXCL1 10ng e fluorocitrato 1nmol (n=6); animais tratados por
CXCL1 10ng e veiculo do fluorocitrato (n=6); animais tratados pelo veiculo de CXCL1 e
fluorocitrato 1nmol (n=6); animais tratados pelo veiculo de CXCL1 e veiculo do fluorocitrato
(n=6);

Animais submetidos a cirurgia de CClI e tratados por minociclina 50 pg (n=6); animais
SHAM tratados por minociclina 50 pg (n=6); animais submetidos a cirurgia de CCI e tratados
por minociclina 100 pg (n=6); animais SHAM tratados por minociclina 100 pg (n=6); animais
submetidos a cirurgia de CCI e tratados pelo veiculo da minociclina (n=6); animais SHAM
tratados pelo veiculo da minociclina (n=6).

Animais submetidos a cirurgia de CCI e tratados pelo veiculo da minociclina (n=6);
animais SHAM tratados pelo veiculo da minociclina (n=6); animais submetidos a cirurgia de
CCI e tratados por fluorocitrato 0,5nmol (n=6); animais SHAM tratados por fluorocitrato
0,5nmol (n=6); animais submetidos a cirurgia de CCI e tratados por fluorocitrato 1nmol (n=6);
animais SHAM tratados por fluorocitrato 1nmol (n=6); animais submetidos a cirurgia de CCI
e tratados pelo veiculo do fluorocitrato (n=6); animais SHAM tratados pelo veiculo do
fluorocitrato (n=6).

Para o ensaio molecular de Western Blot, os animais foram divididos nos seguintes
grupos:

Animais submetidos a cirurgia de CCI (n=4) e animais SHAM (n=4) para a avaliagao
da expressao da quimiocina CXCL1.

Para a avaliacdo da expressdo de células microgliais pela marcacéo de Ibal, os animais
foram divididos em submetidos a cirurgia de CCIl (n=4); animais SHAM (n=4); animais
submetidos a cirurgia de CCI e pré-tratados por SB225002 14,0 pg (n=4); animais SHAM pré-
tratados por CXCR2 — SB225002 14,0 pg (n=4);

Para a avaliagdo da expressao de astrdcitos pela marcacdo de GFAP os animais foram

divididos em submetidos a cirurgia de CCI (n=4); animais SHAM (n=4); animais submetidos a
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cirurgia de CCI pre-tratados por SB225002 14,0 pg (n=4); animais SHAM pré-tratados por
SB225002 14,0 pg (n=4).

4.9 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados sédo apresentados como a média £ E.P.M. Para o tratamento estatistico dos
dados comportamentais, foi utilizada a analise de variancia de duas vias (ANOVA). Ja, o
tratamento estatistico dos dados obtidos pelo ensaio de Western blot, foram analisados analise
de variancia de uma via (ANOVA). Ambas as analises serdo seguidas pelo pés teste de
Bonferroni para comparacGes multiplas e foram consideradas estatisticamente significativas os
valores de p<0,05. As andlises estatisticas e elaboracdo de figuras foram realizadas utilizando

o software GraphPad Prism 5.
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5 RESULTADOS

Seguem abaixo os resultados encontrados no estudo.

5.1 AVALIACAO DO LIMIAR NOCICEPTIVO EM ANIMAIS SUBMETIDOS AO
MODELO DE CONSTRIGCAO CRONICA DO NERVO CIATICO (CCI)

Inicialmente, para que 0 modelo de inducgédo de neuropatia por CCI fosse validado e o
dia com a resposta nociceptiva mais pronunciada fosse conhecido, os animais foram divididos
em dois grupos, sendo eles: animais submetidos a cirurgia de constricdo cronica do nervo
ciatico (CCI) e animais falso operados (SHAM). O grafico 1 representa as avaliagdes do limiar
nociceptivo mecanico pelo teste de filamentos de von Frey (g), aplicado na pata ipsilateral.
Primeiramente, antes da cirurgia de constricdo do nervo ciatico foi realizada a medida basal do
limiar nociceptivo mecénico (MB) e novas medidas foram realizadas no 4°, 8°, 10°, 13°, 16° e
19° dia ap0s a cirurgia, sendo que foi observado uma significativa (p<0,01) alodinia mecénica
do grupo submetido a CCI em relacdo ao grupo SHAM, a partir do 8° dia, com um pico dessa
resposta no 13° dia e se manteve até o 19° dia (p<0,001, f1,10=4,001). Sendo assim, o 13° foi
padronizado como pico da nocicepgdo para experimentos posteriores.

Foi também realizada a avaliacdo do limiar nociceptivo mecanico na pata contralateral,
sob as mesmas condicdes da pata ipsilateral, porém ndo foi encontrada alteracdo significativa

em nenhuma das avaliacdes, conforme demonstrado no grafico 2 (f1,10= 0,352).



& CClI © SHAM
35+

301

*% *k

Limiar Nociceptivo (g)

0 T 1 L] L) 1 L] ]
MB 4 8 10 13 16 19

Tempo (dias)

Gréfico 1 - Avaliacdo do limiar nociceptivo pelo teste de filamentos de Von Frey em animais
submetidos a cirurgia de constricdo do nervo ciatico e animais falso operados

Nota: Efeito da constri¢do do nervo ciatico no limiar nociceptivo de ratos. O limiar nociceptivo
mecanico foi avaliado pelo teste de Von frey filamentos, antes do procedimento cirurgico (MB,
medida basal), no 4°, 8°, 10°, 13°, 16° e 19° dias apds o procedimento cirlrgico. Os dados
representam a média £ E.P.M. da medida do limiar nociceptivo (g). Two way ANOVA seguido
do teste de comparagdes multiplas de Bonferroni, **p<0,01 e ***p<0,001, indicam significancia
estatistica em relagdo ao grupo SHAM, n=6 por grupo. CCI (animais que foram submetidos a
cirurgia de constri¢do do nervo ciatico), SHAM (animais falsos operados).

Fonte: do autor
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Gréfico 2 - Avaliagdo do limiar nociceptivo pelo teste de filamentos de Von Frey na pata
contralateral em animais submetidos a cirurgia de constricdo do nervo ciético e animais falso
operados

Nota: O limiar nociceptivo mecénico foi avaliado pelo teste de VVon frey filamentos, antes do
procedimento cirdrgico (MB), no 4°, 8°, 10°, 13°, 16° e 19° dias ap6s o procedimento cirdrgico.
Os dados representam a média = E.P.M. da medida do limiar nociceptivo (g). Two way ANOVA
seguido do teste de comparacges multiplas de Bonferroni. n=6 por grupo.

Fonte: do autor

5.2 ENVOLVIMENTO DO RECEPTOR CXCR2 NA NEUROPATIA INDUZIDA POR CCI

Apbs verificar que o modelo proposto de CCI produziu alodinia mecanica, com um pico
desse efeito no 13° dia, 0 proximo passo do presente estudo foi verificar o envolvimento dos
receptores CXCR2 nesse efeito. Desse modo, antes da constricdo do nervo foi feita uma
avaliacdo basal. Apds a constricdo, o SB225002, antagonista para esses receptores, foi
administrado i.t. no 13° dia da constricdo do nervo, nas doses de 3,5; 7,0 e 14 pg. Logo em
seguida foram feiras novas avaliagdes apos 1, 3, 5, 7 e 24 horas. O grafico 3 demonstra que na
dose de 3,5 pg do antagonista, ndo ocorreram alteragdes significativas da alodinia mecanica.
Porém, quando administrado na dose de 7,0 pg, o SB225002 promoveu uma reducéo parcial
(p<0,01) da alodinia mecénica apenas ap6s a 52 hora. Ja, quando administrado na dose de 14,0
ug, o SB225002, promoveu uma redugéo total (p<0,001 f7 4= 5,84) da alodinia mecénica apos

a 18 3?2 52 e 72 hora de sua administracdo, sugerindo assim o envolvimento desse receptor na
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alodinia mecancia induzida por CCI. A administra¢do do antagonista nos animais SHAM, assim

como a administragdo do veiculo ndo causaram alteracdes no limiar nociceptivo mecénico.

@ CCl +Vec © SHAM + Vec
- CCIl + SB225002 (3,54g) -« SHAM + SB225002 (3,59)
- CCI + SB225002 (7,0u9) SHAM + SB225002 (7,0ug)

4 CCl +8B225002 (14,0ug)  -A SHAM + SB225002 (14,0ug)

Limiar Nociceptivo (g)

MB f 1 3 5 7 24
Cirurgia
13° dia
Injecéo
it

Gréfico 3 - Avaliacdo do limiar nociceptivo pelo teste de filamentos de VVon Frey para investigacdo
da participagdo do receptor CXCR2 através do efeito de diferentes doses de seu antagonista na dor
neuropatica induzida por CCI

Nota: O limiar nociceptivo mecéanico foi avaliado pelo teste de Von frey filamentos, antes da cirurgia
de constricdo do nervo ciatico (MB). No 13° dia ap6s o procedimento os animais receberam injecdo
de SB225002(3,5, 7,0 e 14,0ug i.t.) e 0 seu veiculo. Logo em seguida, foi feita uma nova avaliagdo
do limiar nociceptivo na 13 32 5?8 72 e 24 horas ap0s a inje¢do. Os dados representam a média
+E.P.M. da medida do limiar nociceptivo (g). Two-way ANOVA seguido do teste de comparagdes
multiplas de Bonferroni. ## p<0,01, ### p<0,001 indicam significancia estatistica em relagdo ao
grupo CCl+Vec (grupo submetido ao procedimento cirdrgico que recebeu veiculo do SB225002) e
*** n<0,001 indica significancia estatistica em relacdo ao grupo SHAM+Vec (animais falsos
operados que receberam veiculo do antagonista para receptores CXCR2), n=6 por grupo.

Fonte: do autor
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5.3 PARTICIPACAO DA QUIMIOCINA CXCL1 NA NOCICEPCAO

Para investigar a possivel participacdo direta da quimiocina CXCL1 na nocicepcao a
nivel espinal, foi realizada uma curva dose-resposta com a administracdo i.t de CXCL1 em duas
diferentes doses em animais ndo submetidos a neuropatia. No gréfico 4, podemos observar que
a CXCL1 na dose de 1ng reduziu significativamente (p<0,01) o limiar nociceptivo ap6s 5, 7 e
24 horas de sua injecdo (p<0,001). Ja na dose de 10ng de CXCL1 essa reducdo (p<0,001 f2,15=
4,08) foi mais precoce, iniciando a partir da 32 hora e se mantendo até 72 hora. Esses resultados
sugerem que a CXCL1 contribui com a resposta nociceptiva, através de uma sensibilizagdo a

nivel espinal. A administracdo do veiculo ndo causou alteracéo no limiar nociceptivo.
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Gréfico 4 - Avaliacdo do limiar nociceptivo pelo teste de filamentos de VVon Frey para
investigacao da participacéo da quimiocina CXCL11 em duas diferentes doses na nocicepcéao
Nota: O limiar nociceptivo mecanico foi avaliado pelo teste de Von frey filamentos, antes da
injecdo de CXCL1 ou veiculo (MB) em duas diferentes doses (1ng, 10ng). Logo em seguida
foi feita uma nova avaliacdo do limiar nociceptivo na 18, 33, 58 72 e 24 horas apds a injegao.
Os dados representam a média +E.P.M. da medida do limiar nociceptivo (g). Two-way
ANOVA seguido do teste de comparagdes multiplas de Bonferroni. # p<0,05, ## p<0,01 e ###
p<0,001 indicam significancia estatistica em relacdo ao grupo Vec (grupo que recebeu veiculo
de CXCL1), n=6 por grupo.

Fonte: do autor.
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5.4 ENVOLVIMENTO DA MICROGLIA ESPINAL NA NOCICEPCAO INDUZIDA PELA
QUIMIOCINA CXCL1

Ap0s verificar que a CXCL1 administrada a nivel espinhal induz nocicep¢éo, 0 préximo
passo do estudo foi investigar se esse efeito poderia estar envolvido com a ativacao de células
da glia, no caso a micrdglia. Estudos ja tém demonstrado o envolvimento dessas células em
diferentes modelos de dor (MILLIGAN; WATKINS, 2009; SCHOLZ; WOOLF, 2007). Desse
modo, para avaliar o possivel envolvimento da micréglia espinal na nocicepcao induzida pela
CXCLI1, foi administrado o inibidor da micrdglia, a Minocilina i.t., na dose de 50pug, 20 min
apos injecdo i.t. da CXCL1 (10ng) conforme demonstrado no grafico 5. Assim, a Minociclina
reverteu a hiperalgesia mecénica induzida pela CXCL1, ap6s a (p<0,05) 32 (p<0,001 f320=2,83)
528, 7% e 242 hora, sugerindo assim que a microglia participa da nocicepcao induzida pela CXCL1
a nivel espinhal. A administracdo somente de Minociclina e/ou veiculo ndo alterou o limiar

nociceptivo.

48 CXCL1(10ng) + Minociclina (50ng) -9 Vec+ Minociclina (50ng)

£ CXCL1 (10ng)+ Vec < Vec+Vec
501
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Gréfico 5 — Avaliacao do limiar nociceptivo pelo teste de filamentos de VVon Frey para investigacao
do envolvimento da micrdglia na nocicep¢éo induzida por CXCL1

Nota: O limiar nociceptivo mecanico foi avaliado pelo teste de Von frey filamentos, antes da injecao
de Minociclina (50pg) e CXCLI1 (10ng) (MB). Entdo foi feita uma nova avaliagdo do limiar
nociceptivo na 1%, 32 5% 72 e 24 horas ap0s a inje¢do. Os dados representam a média +E.P.M. da
medida do limiar nociceptivo (g). Two-way ANOVA seguido do teste de comparagOes multiplas de
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Bonferroni. # p<0,05 e ### p<0,001 indicam significancia estatistica em relacdo ao grupo
CXCL1+Vec (grupo que recebeu CXCL1+Veiculo de Minociclina) e * p<0,05 e *** p<0,001
indicam significancia estatistica em relacdo ao grupo Vec+Vec (grupo que recebeu Veiculo de
CXCL1+Veiculo de Minociclina) n=6 por grupo.

Fonte: do autor

5.5 ENVOLVIMENTO DE ASTROCITOS NA NOCICEPCAO INDUZIDA PELA
QUIMIOCINA CXCL1

Logo apos verificar que a micrdglia espinhal esta envolvida na hiperalgesia induzida
pela CXCL1, nos investigamos a participacao de astrocitos nesse efeito. Para avaliar o possivel
envolvimento de astrécitos na nocicepc¢édo induzida pela CXCLL1 foi administrado por via i.t. o
Fluorocitrato 1nmol, um inibidor de astrdcitos, 20 minutos apds a injecéo i.t. de CXCL1 (10ng).
Assim, o gréfico 6 demonstra que a hiperalgesia induzida pela CXCL1 também foi revertida
significantemente (p<0,01) pelo fluorocitrato,ap6s 1, (p<0,001) 3, 5, 7 e (p<0,01 f320=2,53) 24
horas, sugerindo também o envolvimento de astrécitos espinhais nesse efeito. Os animais que
receberam o veiculo da CXCL1 e/ou veiculo do Fluorocitrato ndo apresentaram alteracdo do

limiar nociceptivo.



55

©® CXCL1(10ng) + FC (1nmol) -« Vec + FC (1nmol)

4 CXCL1(10ng) + Vec * Vec +Vec
40-
o
S 30-
a
[}
Q
(&)
o
Z
8 20-
=
-
10 ) T I ] I ]
MB 1 3 ® 7 24
Tempo (h)
Injecéo

i.t.

Gréfico 6 - Avaliacdo do limiar nociceptivo pelo teste de filamentos de Von Frey para
investigacao do envolvimento de astrdcitos na nocicepcéo induzida por CXCL1

Nota: O limiar nociceptivo mecanico foi avaliado pelo teste de Von frey filamentos, antes da
injecdo de Fluorocitrato (1nmol) e CXCL1 (10ng) (MB). Entéo foi feita uma nova avaliacdo do
limiar nociceptivo na 1% 32 52 72 e 24 horas ap0s a inje¢cdo. Os dados representam a média
+E.P.M. da medida do limiar nociceptivo (g). Two-way ANOVA seguido do teste de
comparagdes multiplas de Bonferroni. ## p<0,01 e ### p<0,001 indicam significancia estatistica
em relacdo ao grupo CXCL1+Vec (grupo que recebeu CXCL1+Veiculo do Fluorocitrato) e **
p<0,01 e *** p<0,001 indicam significancia estatistica em relacdo ao grupo Vec+Vec (grupo
que recebeu Veiculo de CXCL1+Veiculo do Fluorocitrato). n=6 por grupo.

Fonte: do autor

5.6 ENVOLVIMENTO DA MICROGLIA ESPINAL NA NEUROPATIA INDUZIDA POR
CClI

Os resultados encontrados no presente demonstraram que houve participacdo dos
receptores CXCR2 no modelo de dor neuropatica, que a quimiocina CXCL1 quando
administrada por via intratecal induz a nocicepc¢do e que a inibicdo da micrdglia e astrocitos
reverteu a nocicepgdo induzida pela CXCLL1. O estudo entéo investigou se a microglia espinal
também estd envolvida na neuropatia induzida pela CCIl. Para avaliar esse possivel

envolvimento da micrdglia na dor neuropética foi primeiramente realizada uma avaliagdo antes
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da constrigdo do nervo (MB) por meio dos filamentos de von Frey. No 13° apds a cirurgia 0s
animais receberam Minocilina 50 pg e 100 pg por via i.t e entdo foram realizadas novas
avaliacdes ap0s 1, 3, 5, 7 e 24 horas da administracdo. O grafico 7 demonstra que a Minociclina
50ug reduziu parcialmente a alodinia mecanica induzida pela CCI, apos a (p<0,01) 3* ¢ a
(p<0,001) 5% hora da administragdo, enquanto a Minociclina da dose de 100 pg promoveu
reducdo significativa da alodinia mecénica da 1% a 72 hora (p<0,001 f320= 2,83). N&o houveram
alteracdes significantes no limiar nociceptivo dos animais que receberam veiculo da

minociclina.
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Gréfico 7 - — Avaliagdo do limiar nociceptivo pelo teste de filamentos de Von Frey para
investigacdo do envolvimento da micréglia na neuropatia induzida por CCI

Nota: O limiar nociceptivo mecénico foi avaliado pelo teste de VVon frey filamentos, antes da
cirurgia de constrigdo do nervo ciatico (MB). No 13° dia ap6s o procedimento os animais
receberam injecdo de Minociclina (50ug e 100ug, i.t.) e o seu veiculo. Logo em seguida, foi
feita uma nova avaliagéo do limiar nociceptivo na 12, 32, 5% 72 e 24 horas ap0s a inje¢do. Os
dados representam a média +E.P.M. da medida do limiar nociceptivo (g). Two-way ANOVA
seguido do teste de comparagdes maltiplas de Bonferroni. *** p<0,001, indica significancia
estatistica do grupo CCI+Vec em relagdo ao grupo SHAM+Vec. ## p<0,01 e ### p<0,001
indicam significancia estatistica de CCI+Mino (grupo submetido a contri¢do do nervo e que
recebeu Minociclina) em relagéo ao grupo CCl+Vec. n=6 por grupo.

Fonte: do autor
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5.7 ENVOLVIMENTO DE ASTROCITOS NA NEUROPATIA INDUZIDA POR CCl

Complementando os resultados anteriores, foi avaliado o possivel envolvimento de
astrocitos na dor neuropatica e para isso foi utilizado um inibidor dessas células, o Fluorocitrato
ou seu veiculo em animais submetidos a CCI. Primeiramente antes da cirurgia foi feita uma
avaliacdo da basal. No 13° apds a cirurgia de constricdo, os animais receberam Fluorocitrato
por via i.t e entdo foram realizadas avaliacGes apos 1, 3, 5, 7 e 24 horas. O grafico 8 demonstra
que os animais que receberam o fluorocitrato na dose de 0,5nmol tiveram uma reducéo parcial
da alodinia mecénica (p<0,05) apds 5 horas de sua administracdo, enquanto os animais que
receberam a dose de 1nmol apresentaram reducdo significativa da alodinia ap6s a 32 5% e 72
hora da inje¢do (p<0,001 f320= 17,97). Conforme demonstrado no gréafico, a administracéo do

veiculo ndo causou alteracdo no limiar nociceptivo.
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Gréfico 8 - Avaliagdo do limiar nociceptivo pelo teste de filamentos de Von Frey para
investigacéo do envolvimento de astrdcitos na neuropatia induzida por CCI

Nota: O limiar nociceptivo mecénico foi avaliado pelo teste de Von frey filamentos, antes da
cirurgia de constricdo do nervo ciatico (MB). No 13° dia apds o procedimento, 0s animais
receberam injecdo de Fluorocitrato (0,5nmol e 1nmol) e veiculo do fluorocitrato. Logo em
seguida, foram realizadas novas avaliagfes na 12, 3% 52 72 e 24 horas ap0s a injecdo. Os dados
representam a média £E.P.M. da medida do limiar nociceptivo (g). Two-way ANOVA seguido
do teste de comparagdes multiplas de Bonferroni. *** indica significancia estatistica p<0,001
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entre CCl+Vec e SHAM+Vec. ## p<0,01 e ### indicam significancia estatistica p<0,001 de
CCI+FC (grupo submetido a contricdo do nervo e que recebeu Fluorocitrato) em relagdo ao
grupo CCl+Vec. n=6 por grupo.

Fonte: do autor

5.8 ENVOLVIMENTO DA QUIMIOCINA CXCL1 NEUROPATIA INDUZIDA POR CCI

De acordo com os resultados demonstrados nas avaliagdes comportamentais, que
encontraram 0 CXCL1 na nocicepcdo a nivel espinhal, o presente estudo avaliou por meio do
ensaio de Western Blot a expressao dessa quimiocina na medula espinal de animais submetidos
a CCl. Sendo assim, a expressao de CXCL1 foi avaliada ap6s 0 13° dia tanto em animais SHAM
quanto em animais submetidos a neuropatia. De acordo com o grafico 9, pode-se observar que
0S animais com neuropatia apresentaram aumento significativo (p<0,05) da expressédo da
qguimiocina em relacdo aos animais SHAM, indicando que a CXCL1 participa da dor

neuropatica.
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Grafico 9 - Investigacdo da expressdo da quimiocinas
CXCL1 na neuropatia induzida por CCl
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Nota: Os animais foram submetidos a cirurgia de
constri¢do do nervo cidtico ou a cirurgia SHAM. No 13°
dia apds o procedimento tiveram o tecido lombar medular
coletado. Os dados representam a média + E.P.M. da
medida do limiar nociceptivo (g) Teste t student, * p<0,05
indica significancia estatistica em relagéo ao grupo SHAM,
n=4 por grupo.

Fonte: do autor

5.9 PARTICIPACAO DOS RECEPTORES CXCR2 EM ASTROCITOS ESPINAIS NA
NEUROPATIA INDUZIDA POR CCI

Como demonstrado anteriormente, por meio de experimentos comportamentais, 0s
receptores CXCR2, bem como, as células microgliais estdo envolvidos na neuropatia induzida
por CCI. Desse modo, para fortalecer esses achados, foi feita a avaliacdo da expresséo de Ibal,
um marcador de micrdglia, durante a dor neuropatica em animais tratados e néo tratados com o
antagonista dos receptores CXCR2, através do ensaio de Western Blot. Para tal, foi utilizado
tecidos da regido lombar (segmentos L4-L6) de animais submetidos a CCl ou SHAM, que
receberam ou ndo a inje¢do i.t. do antagonista SB225002 (14ug) na 32 hora do 13° dia apos a
inducdo da neuropatia. Assim, o grafico 10 demonstra que os animais submetidos & CCI
apresentaram aumento da expressao (p<0,01) de Ibal em relacdo aos animais e SHAM e o
tratamento com antagonista de CXCR2 diminuiu essa expressao de Ibal (p<0,01) em relacédo
ao grupo CCI ndo tratado, sugerindo assim a relacdo entre estes receptores e a microglia na dor

neuropatica.
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Gréfico 10 - Investigacdo da participacdo dos receptores CXCR2 na microglia
espinal na neuropatia induzida por CCI.

Nota: Os animais foram submetidos a cirurgia de constri¢cdo do nervo ciatico ou a
cirurgia SHAM. No 13° dia apés o procedimento foram tratados com SB225002
(1upg) e o tecido lombar medular coletado 3 horas apds a injecdo. Os dados
representam a média + E.P.M. da medida do limiar nociceptivo (g). One way
ANOVA seguido do teste de comparagfes multiplas de Bonferroni, ** p<0,01,
indica significancia estatistica em relagdo ao grupo SHAM e ## p<0,01 indica
significancia estatistica em relagdo ao grupo CCI, n=4 por grupo.

Fonte: do autor

5.10 PARTICIPACAO DOS RECEPTORES CXCR2 EM ASTROCITOS ESPINAIS NA
NEUROPATIA INDUZIDA POR CCI

Apos verificar uma associacdo da microglia, bem como os receptores CXCR2 no
modelo de dor neuropética proposto nesse estudo, nds investigamos também um possivel
envolvimento desses receptores e astrocitos no modelo de CCIl. Sendo assim, foi feita a
avaliagdo da expressédo de GFAP, um marcador de astrocitos, durante a dor neuropatica em
animais tratados pelo antagonista dos receptores CXCR2, usando o mesmo protocolo descrito

pelo experimento que avaliou a expressao do Ibal. Podemos verificar que a expressao de GFAP
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foi significamente reduzida (p<0,05) no grupo CCI pré-tratado com o SB225002 (14ug) em
relagdo ao grupo CCI. Entretanto, ndo houveram diferencas na expressdo do marcador de
astrocitos de animais com neuropatia em relacdo a animais SHAM. Assim, esses resultados
sugerem que a expressao de astrocitos nao esta alterada durante a neuropatia induzida pela CCl,
porém o receptor CXCR2 é responsavel por manter uma expressdo basal dessas células durante

esse tipo de dor.
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Gréafico 11 - Investigagcdo da participacdo dos receptores CXCR2 em
astrdcitos espinais na neuropatia induzida por CCI

Nota: Os animais foram submetidos a cirurgia de constri¢do do nervo ciatico
ou a cirurgia SHAM. No 13° dia ap6s o procedimento foram tratados com
SB225002 (1ug) e o tecido lombar medular coletado 3 horas ap6s a injecéo.
Os dados representam a média + E.P.M. da medida do limiar nociceptivo (g).
One way ANOVA seguido do teste de comparacdes multiplas de Bonferroni.
* (p<0,01) indica significancia estatistica em relacdo ao grupo CClI, n=4 por
grupo.

Fonte: do autor
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6 DISCUSSAO

O modelo de inducdo de neuropatia por meio da constricdo cronica do nervo ciatico
(CCI) em ratos induz comportamentos de alodinia e hiperalgesia de maneira semelhante a
humanos. Deste modo, este foi 0 modelo utilizado no presente estudo (BENNETT; XIE, 1988).
Inicialmente foi avaliada a alodinia mecanica gerada pela cirurgia de CCI por meio do teste de
filamentos de Von Frey proposto por CHAPLAN et al. (1994), afim de validar o modelo
utilizado e verificar o dia de pico da nocicepcdo para que fosse utilizado como padrdo nos
experimentos posteriores. Houve diminuicdo do limiar nociceptivo com diferenca estatistica
em relacdo ao grupo SHAM, indicando o aparecimento de alodinia mecénica a partir do 8° dia
da realizagdo do procedimento cirurgico, demonstrando que a dor neuropética havia se
instalado. No 13° dia ap0s a cirurgia houve maior reducdo no limiar nociceptivo, o qual se
manteve até o 19° dia, corroborando com o modelo proposto por BENNETT & XIE (1988).
Assim, 0 13° dia utilizado como referéncia nos experimentos posteriores.

Estes dados corroboram com estudos de ABBASZADEH et al. (2018), que
demonstraram que o modelo de neuropatia induzido por CCI indicou comportamento de
alodinia a partir do 7° dia, alcancando seu pico no 14° e se mantendo até o 21° dia ap06s o
procedimento cirurgico. Por outro lado, XU et al. (2016) tenham encontrado diferenca
estatistica no limiar nociceptivo a partir do 3° dia, se mantendo até o 14° das avalia¢fes. O
presente estudo também avaliou o limiar nociceptivo na pata contralateral e ndo foram
observadas alteracGes em relacdo ao grupo SHAM corroborando com os dados de MORIN et
al. (2007) que também ndo observaram alteraces no limiar nociceptivo na pata contralateral
em modelo de CCI.

Apos lesdo do nervo periférico sabe-se que ha ativacdo de células da glia (micréglia e
astrdcitos) e estas células contribuem para a dor neuropatica e para o comportamento de alodinia
por meio da liberagcdo de substancias pro-inflamatorias, como citocinas e quimiocinas que
atuam tanto para a modulagdo como para a manutenc¢éo da neuropatia (COSTIGAN; SCHOLZ;
WOOLF, 2009; WATKINS; MAIER, 2003). A neuroinflamagdo modula a dor neuropética por
meio da interagdo bidirecional entre neurdnios e células da glia em que primeiramente 0s
neurdnios expressam as quimiocinas e as células da glia expressam seus receptores e
posteriormente as células da glia expressam as quimiocinas e 0s neurénios seus respectivos

receptores (JI; XU; GAO, 2014). Estudos encontrados na literatura demonstraram a
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participagdo de quimiocinas em condigdes de dor neuropatica com o consequente aumento da
expressdo de seus receptores nas células da glia (CLARK; OLD; MALCANGIO, 2013). Desse
modo o presente estudo inicialmente avaliou o envolvimento dos receptores CXCR2 em
animais submetidos a neuropatia induzida por CCI. Para isso, o antagonista para CXCR2,
SB225002, foi administrado por via i.t em trés diferentes doses e o limiar nociceptivo foi
avaliado. Em relacdo a resposta, a dose de 14ug promoveu antinocicepcao, indicando a
participacdo destes receptores na dor neuropatica. Corroborando com os dados encontrados,
ZHANG et al. (2013) observaram aumento da expressdo dos receptores no corno dorsal da
medula em animais com neuropatia, além do aumento do limiar nociceptivo ap6s inducéo de
dor neuropatica pelo modelo de ligacdo parcial do nervo espinal (PSNL) na 1° e 3° hora, ap6s
a injecdo i.t. do antagonista SB225002 indicando participacdo dos receptores CXCR2 na dor
neuropatica. Além disso, o envolvimento desses receptores na génese da dor neuropética é
reforcado pelo estudo de ZHOU et al. (2016), que encontraram um aumento da expressdo de
CXCR2 em GRD de ratos no 7° dia ap6s a inducdo da neuropatia pelo modelo de CCl utilizando
0 ensaio de Western Blot. Em relacdo aos dados disponiveis na literatura, s6 foram encontrados
estudos que demonstraram a presenca dos receptores CXCR2 em GRD e neurbnios da medula
espinal, ativando as células da glia para a modulacdo da dor neuropética (ZHOU et al., 2016,
2018).

Os resultados encontrados sugerem o envolvimento dos receptores CXCR2 na
neuropatia e, segundo a literatura, a CXCL1 é um agonista total desse receptor (RAJAGOPAL
et al.,, 2013). A quimiocina CXCL1 estd relacionada a condicBes de dor crbnica e
principalmente dor neuropética (CAO et al., 2014; MANJAVACHI et al., 2014). Desse modo,
0 presente estudo investigou seu papel na nocicepgéo espinal e verificou que a injecéo i.t. da
CXCL1 recombinate induziu nocicepcao por até 7 horas. Estes dados sdo reforcados por estudos
de ZHANG et al. (2013), que administraram CXCL1 via i.t. e observaram reducao da laténcia
de retirada da pata no teste de hiperalgesia térmica na 1° e 3° hora apés a inje¢do, sendo que as
divergéncias dos tempos em que foram encontradas diferengas significativas podem ser devido
ao método de avaliacdo, pois o estudo de ZHANG et al. (2013) avaliou hiperalgesia térmica e
o modelo do presente estudo avaliou alodinia mecanica. Por outro lado, o estudo de
ZYCHOWSKA et al. (2015) corrobora com os dados encontrados pois, através da avaliacdo de
alodinia mecanica pelo teste de filamentos de Von Frey, foi encontrada reducdo do limiar
nociceptivo com a administragdo de CXCL1 via it.t na mesma dose utilizada (10ng) no presente
estudo. Assim, os dados encontrados na literatura convergem com os dados do presente estudo

indicando o papel da CXCL1 na nocicepgéo.
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Inimeros estudos demonstram a relacdo entre as quimiocinas e as células da glia na
modulagédo da dor. MILLIGAN et al. (2005) demonstraram o papel da quimiocina CX3CL1 e
seu receptor CX3CR1, através da injecdo do agonista da quimiocina que foi capaz de gerar
alodinia e hiperalgesia térmica, porém teve a nocicepcdo revertida com a administracdo de
anticorpos para seu Unico receptor CX3CR1 em todos os tempos avaliados, também
demonstraram que a alodinia causada pelo agonista foi completamente revertida com a
administracdo da minociclina, sugerindo a presenca do receptor na microglia. Posteriormente o
mesmo grupo de pesquisa demonstrou esta participacdo na modulacdo da dor neuropatica, na
qual os animais foram submetidos a cirurgia CCI e receberam antagonista para os receptores
CX3CR1, apresentando atraso no inicio da alodinia (MILLIGAN et al., 2004). A quimiocina
CCL2 também esta relacionada as células da glia na dor neuropatica. O estudo de THACKER
et al. (2009) demonstrou que a injecdo intraespinal de CCL2 induz comportamentos de alodinia
até 24 horas apds sua administracdo e promove ativagdo da microglia. Além disso, a
administracdo de anticorpos para CCL2 em animais com dor neuropética foi capaz de diminuir
a alodinia e a ativacdo microglial (THACKER et al., 2009). MANJAVACHI et al. (2014)
demonstraram o papel da CXCL1 como indutora de comportamento de dor neuropatica, a partir
da injecdo intraneural desta quimiocina no nervo ciatico, que provocou hiperalgesia mecanica
de longa duracdo (10 dias) em camundongos. Em modelo de dor neuropatica por ligadura
parcial do nervo cidtico, foi observado o aumento de RNAm e da quimiocina CXCL1 tanto no
nervo ciatico como na medula espinal, evidenciando seu papel na neuropatia (MANJAVACHI
etal., 2014). Um recente estudo demonstrou 0 aumento da expressdo de CXCL1 em astrocitos
espinais de maneira tempo-dependente em camundongos com dor neuropatica induzida por
quimioterapico (ZHOU et al., 2018) Além da CXCL1, outras citocinas dessa classe também
sdo descritas envolvidas na dor. Embora algumas quimiocinas tenham seus papeis na neuropatia
elucidados, o papel da CXCL1 espinal na génese da dor neuropatica & praticamente
desconhecido (ZHANG et al., 2013).

Uma vez que o presente estudo encontrou resultados que sugerem a participacdo dos
receptores CXCR2 na neuropatia induzida por CCI, bem como, o envolvimento da quimiocina
CXCL1 na nocicepgéo, foi entdo investigado se ha relacdo entre as células da glia (micréglia e
astrocitos) e a CXCL1, pois sabe-se que em estados de dor neuropatica, além dos neurdnios,
astrocitos e microglia sdo células efetoras na iniciacdo e manutencdo deste tipo de dor
(MARCHAND; PERRETTI; MCMAHON, 2005). Desse modo, 0s animais receberam uma
injecdo do agonista para CXCL1 (10ng) e ap6s 20 minutos uma injecdo de Minociclina (50ug),

um inibidor da ativacdo células migrogliais; ou o fluorocitrato (1nmol), um inibidor de
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astrocitos, ambos por via i.t. Logo em seguida, foi demonstrado que tanto a minociclina quanto
o fluorocitrato foram capazes de reduzir a nocicepg¢éo induzida pela CXCL1, indicando haver
uma relacdo entre microglia e astrocitos com a quimiocina CXCL1 na nocicepcao.

Um estudo realizado por HUI et al. (2013), demonstrou 0 aumento da expressdo de
RNAm para CXCL1 em células microgliais de animais com dor inflamatéria induzida por CFA
(adjuvante completo de Freund), refor¢ando a relagdo entre a CXCL1 e a microglia durante a
nocicep¢do. ZHANG et al., (2013) utilizando o modelo de dor neuropética de ligadura do nervo
espinal, encontraram que tanto a proteina CXCL1 quanto o seu RNAm sdo predominantemente
expressos em astrocitos espinais. Além disso, esse mesmo grupo de pesquisadores demonstrou,
por meio de ensaios de imunofluorescéncia, uma co-localizacdo de CXCL1 com astrocitos
espinais em camundongos submetidos ao modelo de ligadura do nervo espinal. Tais resultados
corroboram com os achados dos experimentos comportamentais do presente estudo que
verificou uma reversdo do comportamento nociceptivo induzido pela CXCL1, ap6s a injecao
fluorocitrato. Sugerindo também que os astrocitos participam da nocicep¢do induzida pela
CXCL1, anivel espinal.

Em relacdo a dor neuropatica, a participacdo das células da glia estd bem descrita e
diversos estudos tem demonstrado que tanto a micrdglia quanto os astrécitos participam desse
efeito, porém ndo foram encontrados estudos que investigaram o envolvimento da CXCL1 e
microglia nesse efeito, uma vez que os achados na literatura demonstram o papel da CXCL1
atuando por meio de astrocitos na dor neuropatica (ABBASZADEH et al., 2018; HAINS, 2006;
RAGHAVENDRA, 2003; SUN et al., 2015; ZHANG; JIANG; GAO, 2017). Assim, para
posteriormente demonstrar uma relacdo da CXCL1 com microglia e astrocitos espinhais
durante a dor neuropatica, nos inicialmente investigamos o envolvimento dessas células no
modelo utilizado no presente estudo de CCI.

As duas diferentes doses de minociclina (50ug e 100ug) administradas i.t. no 13° apés
a cirurgia CClI, reduziram a alodinia mecénica apos a 3% e 5% hora. Tal achando corrobora com
a literatura e sugere a participacdo da microglia espinhal na dor neuropatica. Além disso,
ROJEWSKA et al. (2014) observaram que injecOes repetidas de minociclina foram capazes de
reverter a nocicepg¢do induzida por CCI, bem como, diminuir a liberacdo de citocinas pro-
inflamatdrias. O estudo de YAMAMOTO et al. (2015) também demonstrou o papel da
micrdglia no processo de dor neuropéatica em que apos a lesédo do nervo tibial de ratos houve
diminuicdo significativa do limiar nociceptivo avaliado pelo teste de VVon Frey filamentos em
relacdo ao grupo SHAM e aumento da expressdo do marcador de microglia ativada OX-42 no

corno dorsal da medula, sendo que a administracdo de minociclina foi capaz atenuar a alodinia
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e diminuir a expressdo de micréoglia. Além disso, foi demonstrado que a transec¢do do nervo
espinal de ratos causou aumento dos marcadores de microglia e alodinia mecénica em relacéo
ao grupo SHAM (TANGA; RAGHAVENDRA; DELEO, 2004). Estes estudos reforcam os
dados encontrados no presente estudo sobre o papel da micrdglia na dor neuropatica.

Assim como foi observada a participa¢do da micrdglia na dor neuropética, estudo tem
investigado também o envolvimento dos astrdcitos nesse tipo de dor. Um estudo de Chen e
colaboradores (2014) demonstrou um aumento do nimero de astrécitos no corno dorsal da
medula em analises realizadas apo6s 10 e 21 dias da cirurgia CCI. Além disso, MILLIGAN et
al. (2003), também verificaram que o fluorocitrato na dose de 1nmol, reverteru a alodinia
mecanica induzida pela neuropatia. Assim, 0 nosso estudo vai de encontro a esse achado pois
também demonstrou que o fluorocitrato reverteu significativamente a alodinia mecanica na 3°,
5° e 7° hora apds sua injecao, sugerindo que o0s astrdcitos estdo envolvidos na dor neuropatica
encontrada no modelo que nds utilizamos.

Desse modo, como 0 objetivo de complementar os resultados encontrados nos
experimentos comportamentais, nos realizamos alguns ensaios biomoleculares por meio da
técnica de Western Blot. Inicialmente, verificamos que ha um aumento da CXCL1 na medula
espinhal de animais submetidos a CCI. LI et al. (2007) também demonstraram um aumento da
expressdo dessa citocina em animais submetidos a CCl, porém esse aumento foi verificado em
GRD. J4, ZHANG et al. (2013), utilizando a técnica imunofluorescéncia, demonstraram que
esse aumento ocorre em astrocitos espinais de animais submetidos ao modelo de PSNL. Desse
modo, tais resultados reforcam a hipdtese que a CXCL1 esta aumentada na medula espinhal
durante a dor neuropatica, além de estar envolvida nesse sintoma.

A ativagéo glial tem sido considerada um mecanismo fundamental na génese da dor
crbnica, e se manifesta por alteragdes morfoldgicas e aumento na expressdo de marcadores
micrigliais (Ibal) e astrociticos (GFAP) (JI; BERTA; NEDERGAARD, 2013). Assim, 0
presente estudo utilizou esses marcadores para avaliar a expressdo da micréglia e de astrécitos
em animais pré-tratados com o antagonista para o receptor CXCR2, objetivando avaliar uma
possivel participacao desses receptores na expressao dessas células durante a dor neuropaética.
E importante ressaltar que, em condicdes patoldgicas esse receptor ja foi descrito expresso pela
microglia cerebral (RYU et al., 2015; VALLES et al., 2006). De acordo com 0S N0ss0s
resultados, a expressdo de Ibal, aumentou em animais submetidos a CCl (13° dia) quando
comparados aos animais SHAM. Além disso, essa expressdo de Ibal foi reduzida nos animais
pré-tratados com o antagonista para o receptor CXCR2, sugerindo que esse receptor pode estar

diretamente envolvido na ativacdo de microglia espinhal durante a dor neuropatica. Tal
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resultado ndo havia sido demonstrado na literatura e a presenca desses receptores na microglia
foram demonstradas em modelos de doengas como Alzheimer ou modelos de trauma cerebral
(VEENSTRA; RANSOHOFF, 2012). Um exemplo é o estudo realizado por VALLES et al.
(2006) o qual demonstrou que em condicdes de trauma cerebral, houve um aumento da
expressdo de CXCR2 na microglia em tecido cerebral. Poucos estudos tém evidenciado essa
relagdo, porém de acordo com os resultados, sugerimos que durante a dor neuropatica ha um
aumento da quimiocina CXCL1, com consequente aumento da expressdo do receptor CXCR2
em microglia espinhal, o qual apos se ligar a essa quimiocina ativa a microglia, que ja esta bem
definida a sua contribuicdo na sensibilizacdo dolorosa a nivel espinhal.

J& os resultados obtidos em relacdo a expressao de astrocitos, ndo foi verificado um
aumento da expressdo de GFAP no grupo CCI em relacdo ao grupo SHAM. Entretanto, o
antagonista para o receptor CXCR?2 foi capaz de diminuir a expressdo de GFAP somente grupo
CCI. Embora ndo houve aumento da expressdo de astrdcitos pela CCl, os receptores CXCR2
participam da expresséo basal encontrada nos animais submetidos a esse modelo. Esses dados
sugerem gue mesmo ndo estando aumentada a expressdo de astrécitos durante a CCI, ha um
envolvimento dos receptores CXCR2 nessas células. ZHANG et al. (2013) demonstraram a
presenca do receptor CXCR2 em neurdnios do corno dorsal da medula e a quimiocina CXCL1
em astrécitos espinais, atuando assim na modulacdo da dor neuropatica via CXCL1/CXCR2.
Recentemente, ZHOU et al. (2018) demonstraram em modelo de neuropatia induzida por
qguimioterapia em ratos, o aumento da expressao de RNAm de CXCR2 no corno dorsal da
medula e da expressdo do receptor o qual foi colocalizado com neurdnios da medula espinal.
Embora ndo existam estudos que apontem a presenca dos receptores CXCR2 em microglia e
astrdcitos espinais, os achados do presente estudo sugerem a possibilidade desta relacdo, que
pode ser justificada pela interacdo bidirecional entre neurénios e células da glia (JI; XU; GAO,
2014).
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7 CONCLUSAO

Os resultados deste estudo demonstraram que a quimiocina CXCL1 esta envolvida na
nocicepc¢do, bem como, altamente expressa em nivel espinal durante a dor neuropatica. Além
disso, 0 modelo de CCI proposto no presente estudo confirmou o envolvimento da micrdglia e
astrocitos espinais no desenvolvimento de alodinia mecénica, bem como, a participacdo dos
receptores CXCR2 na ativacgdo das células microgliais. Assim, de acordo com os resultados
encontrados, sugerimos que o0s receptores CXCR2 sejam expressos na microglia espinal, de
modo que modulam essas células em resposta a ligacdo da CXCL1 durante a génese da dor

neuropaética.
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