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RESUMO

Silva JT. Ressonancia magnética e ativacdo neuronal supraespinal em modelo de dor
neuropética crénica em ratos. [Tese (Doutorado em Ciéncias Morfofuncionais)] Séo Paulo:
Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo; 2016.

O fator de crescimento neural (NGF) é uma neurotrofina que esta intimamente ligada a
inducdo e manutengdo dos processos dolorosos, sendo o principal fator relacionado ao
aumento de Substancia P (SP), importante peptideo mediador da nocicepcdo. A andlise
através da ressonancia magnética funcional (fMRI) da chamada “pain matrix”, ou seja, areas
cerebrais relacionadas a dor, vem despertando grande interesse da comunidade cientifica, uma
vez que proporciona um grande conhecimento do sistema nervoso central de forma ndo
invasiva. O Anti-NGF é um tratamento em pesquisa para diversas sindromes dolorosas, no
entanto, a participagdo deste em modelo de neuropatia periférica (constricdo crénica do
isquiatico — CCI) ainda é desconhecida. Neste projeto avaliamos, no modelo de CCI, a
resposta comportamental e o possivel envolvimento do NGF e da SP antes e apds o
tratamento com o Anti-NGF. Nossos resultados demonstraram a permanéncia de altos niveis
do NGF a longo prazo no ganglio da coluna posterior (DRG) e na medula espinal, ja a SP
demonstrou-se aumentada no DRG em ambos os tempos de analise e apenas tardiamente na
medula espinal. A seguir, iniciamos o tratamento com Anti-NGF 14 dias ap0s leséo e
podemos observar uma melhora no quadro nociceptivo dos animais tratados com este farmaco
em comparagdo ao grupo sem tratamento. Uma vez que houve a melhora no quadro
nociceptivo, realizamos analises proteicas para NGF e SP e imuno-histoquimica para Fos. O
Anti-NGF foi capaz de reverter os altos niveis de NGF e SP no DRG e na medula espinal. Em
relacdo ao ensaio de atividade neuronal através da quantificacdo da proteina Fos, observamos
um aumento do numero de células imunorreativas no grupo CCl e diminuicao apds tratamento
com Anti-NGF no cortex cingulado anterior. A fim de elucidar a participacdo das areas
encefalicas relacionadas a dor em modelo de dor neuropética crénica nds realizamos uma
analise de ressonancia magnética funcional. Nossos resultados mostraram modificacdes da
conectividade do talamo, cortex somatossensorial priméario e cértex cingulado com todo o
encéfalo, nos auxiliando para a escolha de areas a serem analisadas por outras técnicas. Em
suma, nossos resultados contribuem para reforcar o potencial terapéutico do Anti-NGF como
um tratamento para a dor neuropatica e enfatizamos que com uma intervencédo periférica foi
possivel intervir, mesmo que indiretamente, na atividade neuronal de um centro supraespinal,
bem como mediadores nociceptivos da via dolorosa. Finalmente, esperamos que estes
resultados possam ser usados para o desenvolvimento de uma estratégia terapéutica que
auxilie pacientes com dor neuropatica crénica, dor caracterizada pelo seu dificil tratamento e
efeitos adversos dos farmacos utilizados até hoje.

Palavras-chave: Dor neuropética. Fator de crescimento neural. Substancia P. Anti-NGF.
Ressonéncia magnética funcional.



ABSTRACT

Silva JT. Magnetic resonance imaging and supraspinal neuronal activation in chronic
neuropathic pain model in rats. [Ph. D. thesis (Morfofuncional Science)] S&o Paulo: Instituto
de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo; 2016.

The nerve growth factor (NGF) is a neurotrophin which is closely linked to the
induction and maintenance of pain processes, being the main factor related to the increase of
substance P (SP), an important peptide mediator of nociception. The analysis by functional
magnetic resonance imaging (fMRI) of the "pain matrix", ie, brain areas related to pain, is
attracting great interest from the scientific community, as it provides a great knowledge of the
central nervous system non-invasively. Anti-NGF treatment is under research for different
pain syndromes, however its participation in this model of peripheral neuropathy (chronic
constriction injury - CCI) is still unknown. In this project we evaluated the behavioral
response in the CCI model and a possible involvement of NGF and SP before and after
treatment with Anti-NGF. Our results demonstrated the persistence of high levels of NGF in
dorsal root ganglion (DRG) and spinal cord in both times, whereas the SP is increased in
DRG in both analysis time and only later in the spinal cord. Next, we began treatment with
anti-NGF 14 days after injury and we can observe an improvement in nociceptive behavior of
treated animals compared to the untreated group. Since there was an improvement in
nociceptive behavior, we performed protein analysis for NGF and SP and
immunohistochemistry for Fos. Anti-NGF was able to reverse the high levels of NGF and SP
in spinal cord and DRG. For the test of neuronal activity through Fos quantification, an
increase in the number of immunoreactive cells on the CCI group and decreased after
treatment with Anti-NGF in the anterior cingulate cortex. In order to elucidate the
involvement of brain areas related to the pain model of chronic neuropathic pain we
conducted a functional magnetic resonance analysis. Our results showed changes in the
connectivity of the thalamus, the primary somatosensory cortex and cingulate cortex with the
whole brain, helping us to choose areas to be analyzed by other techniques. In summary, our
results contribute to increasing the therapeutic potential of Anti-NGF as a treatment for
neuropathic pain and we emphasized a peripheral intervention was possible to change, even
indirectly, the neuronal activity of a supraspinal center and nociceptive mediators. Finally, we
hope that these results can be used for the development of a therapeutic strategy that helps
patients with chronic neuropathic pain, characterized by its difficult treatment and adverse
effects of drugs used today.

Keywords: Neuropathic pain. Nerve growth factor. Substance P. Anti-NGF. Magnetic
resonance imaging.
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1 INTRODUCAO E REVISAO DA LITERATURA

1.1 DOR: CONSIDERACOES GERAIS

Desde os primdérdios, conforme sugerem registros graficos, a dor ndo é expressa do
mesmo modo em todas as culturas e seu limiar parece variar ndo somente de um individuo
para outro, mas de acordo com o meio social, ou seja, independentemente de suas bases
anatdmicas e fisiologicas (Teixeira, Osaka, 2010). Dor e inimigos eram colocados no mesmo
nivel. A dor era considerada ataque a pessoa, puni¢do para uma falta ou atuacdo de maus
espiritos, sendo que os homens e animais reagiriam igualmente com expressdes de raiva ou de
medo, correspondendo as reacBes de luta ou de ataque. A partir destes pensamentos a
medicina era exercida por sacerdotes que buscavam proporcionar a imortalidade e a cura
através de remédios naturais e sacrificios aos deuses (Tainter, 1948 apud Bonica, 1990;
Teixeira, Osaka, 2010)

Na Grécia antiga, Hipocrates postulou a existéncia de quatro humores: sangue, flegma,
bile amarela e bile negra que, quando desequilibrados resultavam em dor (Keele, 1957), ja
Platdo e Aristdteles (Plato, 1885 apud Bonica, 1990; Weberi, 1877 apud Bonica, 1990)
acreditavam que dor e prazer eram sensacgdes opostas, residiam no coracao e eram paixoes da
alma. Apds aproximadamente quatro séculos, na Roma antiga, conhecimentos adquiridos em
Alexandria através das disseccOes abriram caminho para o trabalho de Galeno (século I1), que
estudou a fisiologia sensorial e o sistema nervoso, descrevendo a dor como um sinalizador da
existéncia de alteragdes nos Orgdos internos ou no ambiente externo, possuindo portanto a
funcdo de alertar e proteger os seres vivos (Galen, {1854-1856?} apud Bonica, 1990).

Séculos mais tarde, Merskey em 1994 definiu a dor como “experiéncia desagradavel
primariamente associada a dano tecidual”, definigdo esta que passou a ser utilizada por outros
autores da IASP (Associacdo Internacional para Estudo da Dor). O Subcomité de Taxonomia,
apos modifica-la em 2008, deu a sua formatagdo final como “experiéncia sensitiva e
emocional associada ao dano tecidual real ou potencial ou a descricdo desses danos”,
relevando os aspectos emocionais, afetivos e cognitivos da dor (Neto et al., 2009; Treede et
al., 2008).

A dor neuropatica foi definida pelo NeuPSIG (Grupo de Interesse Especial de Dor
Neuropatica) em 2008 como “dor que surge como consequéncia direta de uma lesdo ou
doenga afetando o sistema somatosensorial” (Treede et al., 2008) e caracterizada por dor
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espontanea em queimacao, acompanhada de alodinia (dor induzida por estimulo ndo nocivo) e
hiperalgesia (resposta aumentada a um estimulo nocivo) (Payne, Norfleet, 1986), sendo seus
sintomas persistentes além do periodo de cura. O que nos leva a salientar 0 impacto que este
tipo de dor causa na qualidade de vida do paciente, uma vez que € de dificil tratamento,
aumenta a incidéncia de depressédo, ansiedade, transtornos de sono e questfes relacionadas ao
trabalho (Dworkin et al., 2003).

Vale ressaltar, que as investigacGes animais podem permitir estudos mecanisticos que
ndo sao viaveis em seres humanos, incluindo a exploracdo translacional de circuitos cerebrais
relevantes para o processamento doloroso, bem como a sua modulagdo por meio de
tratamentos analgésicos e os efeitos colaterais do farmaco. No entanto, se 0 processamento
afetivo da dor em animais poderia ser, pelo menos em parte, analogo ao da experiéncia
complexa da dor humana ainda ndo é sabido. A maior complexidade cortical em espécies
superiores é Obvia e as limitacbes dos modelos animais no estudo das dimensdes da dor
devem ser consideradas (Becerra et al., 2013).

Os neurdnios responsaveis pela transmissdo da informacdo nociceptiva possuem na
periferia terminacGes ndo mielinizadas, sendo elas responsaveis pela detec¢do dos estimulos
nocivos de modalidades térmica, mecénica e quimica (nociceptores — neurdnios de primeira
ordem), e conversdao dos mesmos em sinais elétricos (transducdo), estes neurbnios ativados
através de fibras mielinicas (fibras A-delta — 2 a 20 m/s) e amielinicas (fibras C — 0,5 a 2 m/s)
transmitem estes sinais a neurbnios de segunda ordem presentes em laminas da coluna
posterior da medula espinal (Vanderah, 2007). O axnio origina-se do corpo celular dos
neurdnios de primeira ordem presentes no ganglio da raiz posterior ou no ganglio trigeminal e
adentra o sistema nervoso central transmitindo o sinal da periferia através da liberacdo de
neurotransmissores associados a dor, como o glutamato e a Substancia P (Vanderah, 2007;
Woolf, 2007). Os tratos espinotalamico lateral e espinorreticular (anteriormente chamados de
neoespinotalamico e paleoespinotalamico, respectivamente) sdo formados por neurdnios de
segunda ordem localizados na coluna posterior da medula espinal (principalmente laminas | e
V), sendo que 0s neurdnios pertencentes ao trato espinotalamico lateral projetam-se
principalmente para os nucleos talamicos localizados mais lateralmente (VPL e VPM), fazem
sinapse com neurdnios de terceira ordem que ascendem para o coOrtex somatossensorial
priméario implicando no componente sensitivo-discriminativo da dor, ja os neurdnios do trato
espinorreticular fazem sinapse nos nucleos da formacdo reticular do tronco encefalico, bem
como, enviam colaterais para a substancia cinzenta periaquedutal mesencefélica (PAG), o

nucleo parabraquial e o hipotalamo, projetam-se também para os ndcleos mais mediais do
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tdlamo (intralaminares e mediodorsal), fazendo sinapse com neurdnios que ascendem para
areas corticais como o cortex cingulado anterior (ACC), cortex somatossensorial secundério e
cortex insular implicando nos aspectos emocionais, afetivos e neurovegetativos associados a
dor (Bushnell et al., 2013; Neto et al., 2009).

Figura 1 - Processamento sensorial na coluna posterior da medula espinal. (a) A
estimulagdo das fibras do tipo C, por lesdo intradérmica produz dor espontdnea e dor
provocada por toques leves no local da leséo (hiperalgesia primaria). Além disso, uma area de
hiperalgesia secundaria fora da area da lesdo primaria é produzida pela ativacdo dos
receptores NMDA junto ao sistema nervoso central (SNC), que ocorre em consequéncia aos
impulsos nociceptores aferentes. (b) Quando ativados por estimulos mecénicos, térmicos ou
quimicos, os nociceptores conduzem impulsos aferentes na direcdo da medula espinal, através
de diferentes fibras. (c) A coluna posterior da medula espinal constitui o 1° centro de
retransmissdo sensorial junto ao SNC. (d) Quando hé ativacdo de areas localizadas no talamo
e no cortex cerebral, as projecdes secundarias ao nivel do trato espinotaldmico, trato da coluna
dorsal e outras vias nociceptivas levam a percepcao consciente da dor.
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Além destes tratos mencionados podemos destacar a participacdo dos tratos
espinomesencefalico, espinopontoamigdaliano e espinocerebelar que sdo formados por
neuronios de projecdo localizados nas laminas I, V, VII e X da medula espinal. O trato
espinomesencefalico estabelece sinapses com a PAG e o coliculo superior, o trato
espinopontoamigdaliano faz sinapses na regido parabraquial da ponte, de onde neurdnios se

projetam para a amigdala, que por sua vez podem enviar projecdes para os ganglios da base.
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Ja no cerebelo, diversos estudos mostram ativacdo mediante estimulos nocivos e controle
motor, porém esta via é pouco esclarecida (Coombes, Misra, 2016; Saab, Willis, 2003). Estes
tratos estdo envolvidos principalmente com os aspectos afetivo-motivacionais, sistema de
recompensa, reacdes neurovegetativas, medo, memoria e aos sistemas inibitérios da dor
(Bushnell et al., 2013; Navratilova, Porreca, 2014; Neto et al., 2009).

Estimulos nocivos provocam alteragdes no sistema nervoso central modificando os
mecanismos desencadeados pelos estimulos aferentes, sendo a sensibilizacdo central descrita
por um aumento prolongado, mas reversivel, na excitabilidade e eficacia sinaptica de
neurdnios das vias nociceptivas, nas quais ocorrem reducao do limiar ou aumento da resposta
aos impulsos aferentes, descargas persistentes apo6s estimulos repetidos e ampliagdo dos
campos receptivos de neurdnios da coluna posterior da medula espinal (Woolf, 2011).
Campbell et al. demonstraram que estes fatos, na vigéncia de lesdo nervosa periférica,
contribuem para o desenvolvimento da dor neuropética (Campbell et al., 1988).

A teoria da comporta, proposta em 1965 por Melzack e Wall (Melzack, Wall, 1965),
destacou o papel dos mecanismos espinal e cerebral na dor aguda e cronica, e desencadeou
um avanco explosivo na investigacdo da dor e terapia. Através de diversos experimentos
Melzack também deu origem a teoria da neuromatriz da dor, propondo que a dor é uma
experiéncia multidimensional produzida pela caracteristica de "neuro assinatura” ou
neurosignature de padrbes de impulsos nervosos gerados por uma rede neural amplamente
distribuida em todo o encéfalo. Estes padrfes de neurosignature podem ser desencadeados por
estimulos sensitivos, mas também podem ser gerados independentemente deles (Melzack,
2001).

Diversos trabalhos utilizando a ressonancia magnetica vem definindo as areas do
encéfalo relacionadas a dor como “pain matrix” ou matriz da dor, no entanto, os conceitos de
matriz da dor sdo controversos e ainda nao existe um verdadeiro consenso sobre quais areas
exatamente compdem esta matriz (Chen, 2008). Entre estas, as areas mais comumente
ativadas sdo o cOrtex somatossensorial primario e o secundario (SI e SlI), cortex insular,
cortex cingulado anterior, coOrtex pré-motor e o cOrtex motor primario, area motora
suplementar, cortex pré-frontal, cortex parietal posterior, talamo, ganglios da base,
mesencéfalo e cerebelo (Apkarian et al., 2005; Peyron et al., 2000; Tracey, 2005). A ativacdo
do talamo lateral, SI e SlI parece ser preferencialmente associada ao aspecto sensitivo-
discriminativo da dor. A insula anterior e 0 ACC, que pertencem ao sistema limbico, parecem
estar associados ao aspecto afetivo-motivacional da dor (Chen, 2008).
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Modelos de dor neuropética, como lesdo constritiva cronica (CCI) e lesdo limitada do
nervo isquiatico (SNI) demonstram a presenca de hiperalgesia e alodinia mediante estimulos
térmicos, quimicos e mecanicos, bem como o aumento de mediadores pro-nociceptivos que
auxiliam tanto na inducdo quanto manutencao desta doencga (Camara et al., 2015; Casals-Diaz
et al., 2009; Hubbard et al., 2015; Hughes et al., 2007; Santos et al., 2012; Seminowicz et
al., 2009; Vissers et al., 2003). No entanto, o uso do modelo SNI difere-se do CCI quanto as
regibes acometidas na pata ipsilateral a lesdo, uma vez que o nervo sural € mantido intacto e
areas nao lesadas ao lado de areas desnervadas sdao observadas, abrindo margens para o estudo
de neurdnios aferentes primarios lesados versus ndo afetados pela lesdo (Jaggi et al., 2011).

Na pratica clinica tem sido extensivamente reportado que a dor neuropética € de dificil
tratamento devido ao inadequado entendimento dos mecanismos celulares e moleculares
envolvidos no desenvolvimento e manutencao deste tipo de dor (Aley, Levine, 2002; Sah et
al.,, 2003), e também por tratar-se de uma experiéncia multidimensional que integra
funcionalmente estruturas do sistema limbico e cortical para iniciar a percep¢do da dor e as
respostas a esta lesdo (Hunt, Mantyh, 2001).

O NeuPSIG patrocinou o desenvolvimento de diretrizes baseadas em evidéncias para o
tratamento farmacol6gico da dor neuropatica, uma vez que a intervencgdo terapéutica para o
controle deste tipo de dor ainda é um desafio. Os antidepressivos inibidores dos
transportadores das monoaminas (triciclicos) e moduladores da subunidade Alfa2-Delta do
canal de calcio (por exemplo, gabapentina e pregabalina) foram recomendados como opcao
de primeira linha de tratamento, ja a lidocaina tdpica, capsaicina topica em alta concentracéo
e tramadol foram recomendados como tratamentos de segunda linha, sendo entdo os
analgésicos opidides fortes e a toxina botulinica A considerados como tratamentos de terceira
linha (Dworkin et al., 2010; Finnerup et al., 2015). Entretanto a resposta dos pacientes com

dor neuropatica para muitos destes tratamentos ainda nédo ¢ satisfatoria.

1.2 NGF: MECANISMOS E TRATAMENTO

Neurdnios nociceptivos do ganglio da raiz posterior ou anteriormente chamado de
ganglio da raiz dorsal (DRG) da medula espinal e do ganglio trigeminal séo divididos em duas
classes principais, a primeira inclui fibras mielinizadas de diametro médio (Ad) que medeiam
a dor aguda, a qual é bem localizada, répida e precisamente descrita como picada. Estes
aferentes mielinizados se diferem consideravelmente das fibras A que respondem a
estimulagdo mecanica ndo nociva, apresentando didmetro e velocidade de conducdo maiores

(Basbaum et al., 2009; Neto et al., 2009). J& a segunda classe de nociceptor inclui as fibras
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amielinicas de pequeno didametro (tipo C) que medeiam a dor descrita como mal localizada,
lenta e em queimagdo, podendo ser divididas em ndo peptidérgicas e peptidérgicas (Snider,
McMahon, 1998).

Os neurbnios ndo peptidérgicos, negativos para neuropeptideos, expressam c-Ret e
apresentam fator neurotréfico derivado da glia, j& os neurbnios peptidérgicos expressam
neuropeptideos, incluindo a Substancia P (SP) e o peptideo relacionado ao gene da calcitonina
(CGRP), os quais sdo importantes mediadores nociceptivos (Mantyh et al., 2011). O
desenvolvimento dos neurdnios peptidérgicos do DRG necessita do fator de crescimento
neural (NGF) pertencente & familia de fatores de crescimento neurotréfico, as neurotrofinas,
que regulam o desenvolvimento e sobrevivéncia dos neurénios no sistema nervoso periférico
e central (Pezet, McMahon, 2006). Os membros da familia das neurotrofinas medeiam ac6es
especificas por ligacdo aos seus correspondentes receptores chamados tirosina quinases
(Chao, 1992; Pezet, McMahon, 2006), sendo o TrkA um receptor de alta afinidade para NGF.
O NGF é produzido e liberado de tecidos alvos, liga-se a receptores de fibras nervosas C e na
maioria de Ad e é transportado de maneira retrograda aos neurénios do DRG (Woolf,
Mannion, 1999). Este grupo de neurbnios do DRG que expressam TrkA é chave na inducgéo
da dor neuropética (Pezet, McMahon, 2006) e € inicialmente afetado em lesdo de nervo
periférico (Krekoski et al., 1996; Santos et al., 2012). Além do TrkA, o receptor neurotréfico
de baixa afinidade (p75) também pode contribuir para nocicep¢do aumentando as acGes do
TrkA (Obata et al., 2006).

Dois dos neuropeptideos mais estudados frente a resposta nociceptiva sdao a SP e 0
CGRP. A SP é um neuropeptideo taquicinina que medeia a nocicepcdo e € utilizado como um
marcador nociceptivo em modelos animais (Ma, Bisby, 1998; Pennefather et al., 2004). Sob
condi¢cBes normais, SP € expressa somente em neurdnios do DRG TrkA-positivos de
tamanhos médios e pequenos (Pennefather et al., 2004) e durante condigdes de dor a SP é
aumentada nestes neurdénios do DRG e liberada nas laminas | e Il da coluna posterior da
medula espinal ativando neurdnios de segunda ordem (Pennefather et al., 2004). O CGRP
também é aumentado sob condig¢Bes nociceptivas nos mesmos neur6nios sensoriais TrkA-
positivos (McMahon, 1996).

O NGF é o principal fator relacionado ao aumento da expressdo de SP e CGRP
(Schmidt et al., 1995) e a administracdo exdgena de altos niveis de NGF, in vivo e in vitro,
aumenta o conteudo intracelular e a liberacdo destes dois mediadores (Malcangio et al.,
2000a; Skoff, Adler, 2006; Vedder et al., 1993). Baseado em estudos anteriores, nossa

hipdtese é que 0 NGF medeia a dor neuropatica através do aumento de SP e CGRP. Uma vez
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que, em reposta ao estimulo nocivo, a SP liberada centralmente estimula neurbnios de
segunda ordem contribuindo para o processamento nociceptivo central (Henry et al., 1980;
Hughes et al., 2007).

Além disso, estudos demonstram a coexisténcia de SP e glutamato em terminais
aferentes primarios da lamina superficial da medula espinal (De Biasi, Rustioni, 1988) e a
imunorreatividade deste neurotransmissor excitatorio tem sido observada na maioria das
terminacfes nervosas imunopositivas para SP da coluna posterior da medula espinal de ratos
(Merighi et al., 1991), sendo presentes os receptores de glutamato tipo AMPA nas sinapses de
aferentes primarios peptidérgicos (que contém CGRP) (Lagerstrom et al., 2011; Nagy et al.,
2004). Portanto, parece provavel que estes neuronios utilizem pelo menos duas formas de
sinalizacdo para respostas diversificadas: uma de efeito rdpido mediada pelo glutamato e uma
de efeito lento mediada pelos peptideos (Lagerstrom et al., 2011).

De acordo com os mecanismos estudados e a hipétese que o NGF produz dor em
condicBes fisioldgicas, tem sido demonstrado que o antagonismo de NGF previne o
comportamento doloroso (Mantyh et al., 2011). Em modelos de dor neuropatica tais como
ligacdo de nervo espinal e lesdo constritiva cronica do nervo isquiatico, a injecao sistémica de
anticorpos neutralizadores de NGF previne ambas alodinia e hiperalgesia, porém seus
mecanismos sdo pouco conhecidos (Ramer, Bisby, 1999; Ro et al., 1999; Wild et al., 2007).
Vale ressaltar, que até o momento estas terapias ndo comprometem a funcdo normal do
nociceptor nem causam perda de inervacao das fibras nervosas simpaticas ou sensoriais de
pele ou 0sso (Mantyh et al., 2011).

Em humanos como em modelos animais o NGF subcutdneo provoca hiperalgesia
mecanica duradoura (Svensson et al., 2003) e estd aumentado em dor crénica, como artrite
reumatoide, enxaqueca/dor de cabeca, fibromialgia ou lesdo de nervo periférico (Anand et al.,
1997; lannone et al., 2002; Sarchielli et al., 2007). Estas observagdes sugerem que tanto em
humanos quanto em modelos animais a continua producdo de NGF deve estar envolvida no
desenvolvimento da dor cronica.

Um grande namero de anticorpos monoclonais Anti-NGF humanizados como RN624
(tanezumabe), INJ-42160443, REGN475, PG110, alfa-D11, AMG-403, 0s quais exercem seus
efeitos analgésicos pelo sequestro do NGF endogeno, estdo sendo investigados em testes
clinicos com pacientes de varios tipos de dor crénica, no entanto seus estudos se tornam lentos
pela caréncia de trabalhos precisos em determinados modelos animais, 0s quais mimetizam
situacdes clinicas (Lane et al., 2010; Mantyh et al., 2011; Shelton et al., 1995; Ugolini et al.,
2007; Watson et al., 2008).
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1.3 RESSONANCIA MAGNETICA E DOR

A area de neuroimagem vem demonstrando a grande capacidade do cérebro em
submeter-se a plasticidade estrutural e funcional relacionada a dor cronica e que tal
plasticidade pode ser revertida quando a dor € atenuada (Davis, 2011). A plasticidade cerebral
relacionada a dor cronica e tratamento pode ser avaliada através da imagem de ressonancia
magnética (MRI) estrutural e funcional (May, 2008), incluindo imagem por tensor de difusdo
para medidas de integridade da substancia branca, analises morfométricas para avaliar volume
de substancia cinzenta e espessura cortical, e ressonancia magnética funcional (fMRI) para
avaliar a atividade relacionada com a dor e conectividade de regiGes com todo o encéfalo
(Davis, Moayedi, 2013). Vaérios estudos relataram que a dor crbnica em humanos esta
associada a alteracbes anatdmicas e funcionais do cérebro, como o volume de substancia
cinzenta, espessura cortical e atividade neuronal de diversas regides (Apkarian et al., 2004;
Ceko et al., 2015; Dauvis et al., 2008; Hubbard et al., 2014; Teutsch et al., 2008). Em um
modelo de lesdo limitada do nervo isquiatico (SNI) em rato, Seminowicz et al. relataram
diminuicdo de volume dos cortices pré-frontal e retrosplenial comecando aproximadamente ao
mesmo tempo que 0s comportamentos de ansiedade, enquanto que a diminui¢cdo do volume
cortical no cortex somatossensorial primario (regido da pata posterior), ACC e cortex insular
correlacionou-se com a magnitude da hiperalgesia mecanica (Seminowicz et al., 2009).

A fMRI, técnica que possibilita a inferéncia da atividade neuronal pela medida de
variacdo da oxigenacao sanguinea local ou efeito BOLD (blood oxygenation level dependent),
também revelou em roedores regides cerebrais relacionadas com o processamento nociceptivo
agudo e as respostas mais observadas foram localizadas nos cértices somatossensoriais
priméario e secundario, cortex insular, ACC, talamo e PAG (Chen et al., 2008; Thompson,
Bushnell, 2012), no entanto a relacdo entre estas alteracBes durante fases cronicas ainda é
pouco conhecida.

FMRI durante estado de repouso (rsfMRI) também tem sido amplamente usada para
mapear as propriedades topoldgicas de redes cerebrais sem a utilizacdo de nenhum estimulo
feito ao paciente ou ao animal (Rubinov, Sporns, 2011; Seminowicz et al., 2012; Wang et al.,
2015). Ao contrario da resposta evocada convencional da fMRI, rsfMRI se baseia na
identificacdo de alteracbes das flutuacdes intrinsecas do sinal de fMRI. Baliki et al.
demonstram que vinte e oito dias ap6s modelo de dor neuropatica (lesdo limitada do nervo
isquidtico em ratos - SNI) mudancas de conectividade funcionais foram limitadas a regies

limbicas e interacdes entre areas limbica-nociceptivas sem alteracbes observadas dentro



25

somente da rede sensitiva-nociceptiva, mostrando assim um circuito reorganizado pela dor
cronica (Baliki et al., 2014). Além disso, a rsfMRI é capaz de a partir de uma regido de
interesse (ROI) escolhida pelo investigador demonstrar mapas de conectividade relacionados
a esta ROI. Seminowicz et al. observou que o nucleo talamico VPL esta com uma assincronia
ou conexdo diminuida em relagcdo ao cortex somatossensorial primario apos 14 dias de dor
neuropética em ratos (Seminowicz et al., 2012). Estudos aprofundados de modificagdes
funcionais sdo necessarios para a compreensdo desta plasticidade, bem como para a

compreensdo da génese e manutencdo dos processos de dor cronica.

1.4 JUSTIFICATIVA E HIPOTESE

A analise da chamada “pain matrix” utilizando a imagem de ressonancia magnética
ainda é pouco conhecida no que se diz respeito ao modelo de neuropatia periférica e avaliacao
a longo prazo. Concomitante, 0 NGF e a SP estdo diretamente envolvidos com a indugdo e
manutencdo dos processos dolorosos, sob condi¢cBes de dor neuropética. No entanto, a
participacdo destes em modelo de CCIl e apds tratamento com Anti-NGF ainda € pouco
conhecida.

A nossa hipétese de trabalho é que havera modificacfes na ativacdo neuronal durante
estado de repouso nas areas que compde a pain matrix (tdlamo, cértex somatossensorial,
cortex insular, cortex cingulado, coOrtex pré-motor, cOrtex motor primario, area motora
suplementar, cértex pré-frontal, cértex parietal posterior, amigdala e mesencéfalo) nos
diferentes grupos experimentais, como observado em humanos com dor neuropética cronica
quando comparados com individuos controles (Gustin et al., 2010) e em outras sindromes
dolorosas (Apkarian et al., 2009; Frokjaer et al., 2012; Lutz et al., 2008). No entanto, ainda
sd0 controversas quais as areas exatamente compdem esta matriz e o processo de plasticidade
apos dor crénica.

O projeto foi realizado no Laboratdrio de Neuroanatomia Funcional da Dor, que por sua
vez, tem esta linha de pesquisa ja consolidada, sendo o método de Imagem realizado na
University of Maryland sob orientacdo do Dr. David Seminowicz (Bolsa BEPE FAPESP n°
2014/20983-1) com a maquina de ressonancia especifica para animais de pequeno porte e
juntamente com o Instituto de Radiologia do HC-FMUSP sob orientacdo do Dr. Edson Amaro

Jr. estamos iniciando uma linha de pesquisa de imagem experimental.
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2 OBJETIVOS

Investigar areas do sistema nervoso periférico e central relacionadas a dor neuropética
crbénica, bem como as alteracdes moleculares e comportamentais apds tratamento com Anti-
NGF em ratos.

Para o desenvolvimento deste projeto, as seguintes etapas foram realizadas:

v Avaliacdo a longo prazo da sensibilidade nociceptiva dos animais ap6s inducdo da
neuropatia periférica;

v Avaliacdo do efeito do tratamento com Anti-NGF 14 dias ap6s a inducdo da
neuropatia periférica;

v" Anadlise da sintese de NGF e SP na medula espinal e ganglio da raiz posterior dos
animais apo6s tratamento com Anti-NGF;

v Andlise da imunorreatividade da proteina Fos (marcador de atividade neuronal) no
cortex cingulado anterior dos animais mediante estimulo nocivo e tratamento com
Anti-NGF;

v' Andlise de exames de Ressonancia Magnética Funcional em modelo de dor

neuropaética crénica.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 ANIMAIS

Foram utilizados ratos machos Wistar, pesando entre 200- 220 g (aproximadamente
dois meses). Todos os animais foram adquiridos do Biotério Central do Instituto de Ciéncias
Biomeédicas da Universidade de S&o Paulo. Posteriormente, os animais foram encaminhados e
mantidos com &gua e racdo ad libitum em uma sala apropriada localizada no Biotério do
departamento de Anatomia da Universidade de S&do Paulo, com isolamento acustico,
temperatura controlada (22 °C + 1) e ciclo claro/escuro (12:12 h). Todos os procedimentos
foram realizados de acordo com o protocolo da Comissdo de Etica em Experimentacio
Animal (CEEA) do ICB, protocolo 011 na folha 02/ livro 03. Para a realizagdo dos
experimentos comportamentais para hiperalgesia mecanica, térmica e alodinica foi utilizada a
sala de comportamento do biotério do departamento de Anatomia, a qual possui isolamento
acUstico e temperatura controlada (22 °C * 1). Todos os animais foram manipulados
considerando os principios e 0 guia de uso de animais de laboratério envolvendo dor e
nocicep¢do (Zimmermann, 1983).

Os experimentos de ressonancia magnética foram realizados no laboratério do Dr.
David Seminowicz da University of Maryland — Baltimore EUA, utilizando ratas fémeas
Sprague-Dawley, pesando entre 200- 250 g seguindo as normas do Comité de Etica do local
(Institutional Animal Care and Use Committee IACUC protocol 0110402).

3.2 INDUCAO DA DOR NEUROPATICA

A inducdo da dor neuropatica foi realizada através da constrigdo crénica do nervo
isquiatico (CCI), de acordo com o metodo descrito por Bennett e Xie (Bennett, Xie, 1988). Os
animais foram anestesiados com isoflurano e em seguida o nervo isquiatico foi exposto na
regido mediana da coxa direita, afastando-se o musculo biceps femoral. Préximo a trifurcagéo
do nervo isquiatico, 7 mm de distancia da trifurcacdo, foram realizadas 4 ligaduras frouxas ao
redor deste nervo (categute cromado 4-0), distantes entre si em aproximadamente 1 mm. As
ligaduras foram realizadas ao longo do nervo até 4-5 mm do ponto inicial. A incisdo foi
suturada em camadas utilizando fio de sutura de seda numero 4-0. O grupo controle foi
composto por animais falso operados submetidos a mesma incisao que os animais operados,
com a exposicdo do nervo isquiatico, porém sem ligacdo ou compressdo do nervo (Bennett,
Xie, 1988).
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Figura 2 - llustracdo do modelo de lesdo constritiva cronica do nervo isquiatico (CClI).

Fonte: Laboratorio de Neuroanatomia Funcional da Dor — Universidade de S&o Paulo — Departamento
de Anatomia.

Para a realizagdo do protocolo de ressonancia magnética foi induzida a dor neuropatica
pelo modelo de lesdo limitada do nervo isquiatico (SNI), descrito por Decosterd e Woolf
(Decosterd, Woolf, 2000). Os animais foram anestesidos com quetamina/xilazina (80/10 mg /
kg, i.m) usando uma seringa de 1 ml e uma agulha de 25 G. SNI consiste em expor 0 nervo
isquidtico e seus trés ramos, os nervos sural, fibular comum e tibial, fazendo uma inciséo de
2,5 a 3,5 cm na regido mediana da coxa esquerda e afastando-se o musculo biceps femoral
com uma lamina n. 10. O nervo tibial e fibular comum esquerdo foram ligados com linha 6,0
de seda e seccionados distais a ligadura, deixando o nervo sural intacto. A incisao foi suturada
em camadas utilizando fio de sutura de seda nimero 4-0. Ao final da cirurgia lidocaina
topica/bupivacaina foi aplicada sobre a pele ao redor da ferida. O grupo controle foi composto
por animais falso operados submetidos a mesma incisdo que os animais operados, com a
exposicao do nervo isquiatico, porém sem ligacao ou corte do nervo.

Figura 3 - llustracdo do modelo de injuria por lesdo limitada do nervo isquiatico (SNI).

T =0

S —

Fonte: Website JOVE — The Journal of Visualized Experiments (JoVE) modificado —
http://www.jove.com/video/3092/the-spared-nerve-injury-sni-model-induced-mechanical-allodynia


http://www.jove.com/video/3092/the-spared-nerve-injury-sni-model-induced-mechanical-allodynia
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3.3 PLANEJAMENTO DOS GRUPOS EXPERIMENTAIS

Utilizamos um total de 110 animais para comportamento e posterior analises, sendo 10

animais por grupo. Os animais foram alocados conforme divisdo de grupos abaixo:

- Grupo 1: ratos controle (NAIVE): animais sem nenhum tipo de leséo ou tratamento;

- Grupo 2: ratos controle (FOP): ratos falso operados;

- Grupo 3: ratos controle (FOP + salina): ratos falso operados com administracdo de salina;

- Grupo 4: ratos controle (FOP + Anti-NGF 3 pg/ 50 uL): ratos falso operados com
tratamento de Anti-NGF 3 pg/ 50 pL;

- Grupo 5: (CCI): ratos com dor neuropatica;

- Grupo 6: (CCI + salina): ratos com dor neuropatica e administracdo de salina;

- Grupo 7: (CCI + Anti-NGF 1 pg/ 50 pL): ratos com dor neuropatica e tratamento de Anti-
NGF 1 pg/ 50 uL;

- Grupo 8: (CClI + Anti-NGF 3 pg/ 50 pL): ratos com dor neuropatica e tratamento de Anti-
NGF 3 pg/ 50 uL;

- Grupo 9: ratos controle (NAIVE - 56 dias): animais sem nenhum tipo de lesdo ou
tratamento;

- Grupo 10: ratos controle (FOP — 56 dias): ratos falso operados;

- Grupo 11: (CCI - 56 dias): ratos com dor neuropaética.

Além dos grupos descritos acima nos utilizamos 14 animais para o protocolo de
ressonancia magnética na University of Maryland, sendo divididos em 2 grupos: SNI (leséo
limitada do nervo isquiatico - n = 8) e FOP (n = 6).

Na figura 4 podemos observar uma linha de tempo para melhor demonstrar os
procedimentos experimentais desenvolvidos no projeto.

No experimento 1 foi realizada a medida inicial (MI) comportamental dos animais e
posterior cirurgia CCI. Os diferentes grupos experimentais foram avaliados a cada 14 d até 56
d e os ensaios de Western Blot foram feitos posteriormente. No experimento 2 foi realizada a
MI comportamental dos animais e posterior cirurgia CCl. Ap6s 14 d os animais receberam ou
ndo a administracdo do Anti-NGF (dependendo do grupo experimental) e uma curva dose-
resposta foi realizada durante 7 h e na seguinte 24° h apds tratamento. Apds a caracterizacdo
da dose-resposta escolhemos o tempo de 2 h de acdo do farmaco para realizacdo de Western
Blot e Imuno-histoquimica. No experimento 3 foi realizada a MI pelo exame de ressonancia
magnética (MRI) dos animais e posterior cirurgia SNI. Ap6s 1 més e 5 meses nOVoS exames

de MRI foram feitos nos mesmos grupos de animais.
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Figura 4 — Linha do tempo dos trés experimentos.

Experimento 1

Mi CcCli 14d 28d 42d 56d

Comportamento a cada 14 dias Western Blot

Experimento 2 Western Blot e Imuno-Histoquimica

2h
I L1 11111
I rirrrrri
\ J
Mi CCl 14d Y 15d
1 Comportamento 24 horas

Anti-NGF 1a7 horas

Experimento 3

IA
Mi SNI 1 mes 5 meses
| | )

MRI MRI MRI

3.4 GRUPOS EXPERIMENTAIS E COMPORTAMENTO

E importante salientar que para todos os testes comportamentais foram realizadas
habituacbes dos animais nos dois dias que antecederam ao experimento na sala de
experimentacdo e nos equipamentos a serem utilizados. Posteriormente, 0s testes
comportamentais foram realizados antes de qualquer procedimento cirdrgico (medida inicial —
MI), 14 dias ap0és a cirurgia, dose resposta do tratamento com Anti-NGF (La7he24h)ea
fim de fazer uma avaliagéo a longo prazo realizamos testes de Ml e depois da cirurgia por um
periodo de 56 dias, a cada duas semanas. Cabe ressaltar que foram realizados estudos “duplo

cego” para o tratamento € randomizados.
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3.4.1 DETERMINACAO DA HIPERALGESIA MECANICA

Para a avaliagdo da sensibilidade niciceptiva dos animais foi utilizado o teste de
pressdo da pata de ratos (Analgesy-Meter Ugo Basile®, Italia), realizado de acordo com o
método descrito por Randall e Sellito (Randall, Selitto, 1957). Neste teste, uma forca em
gramas (g) de magnitude crescente (16 g/s) é continuamente aplicada sobre o dorso da pata
posterior do rato e interrompida quando o animal apresenta a reacdo de "retirada™ do membro
(figura 5). Neste modelo, o limiar nociceptivo é representado como a forca (g) necessaria para
a inducdo da reacao.

Figura 5- llustragdo do teste de pressao de pata — Randall e Sellito.

Fonte: Site do fabricante Ugo Basile — http://ugobasile.com/

3.4.2 DETERMINACAO DA HIPERALGESIA TERMICA

A avaliacdo da hiperalgesia térmica dos animais foi realizada com o teste plantar
térmico (figura 6), descrito por Hargreaves (Hargreaves et al., 1988). Este teste utiliza como
estimulo o calor induzido por energia radiante do aparato IITC Life Science. A sensibilidade
ao estimulo térmico foi definida como a laténcia em segundos da permanéncia da pata do
animal por trés vezes com intervalos de cinco minutos, esse feixe foi ajustado a 75% da
intensidade maxima de aquecimento com cutoff de 20 segundos e o resultado foi representado

pela média das trés medidas. Vale ressaltar que o aparelho opera entre 10 e 40 graus Celsius.
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Figura 6- llustracdo do teste plantar térmico — Hargreaves.

Fonte: Laboratério de Neuroanatomia Funcional da Dor — Universidade de Sao Paulo — Departamento
de Anatomia.

3.4.3 DETERMINACAO DA ALODINIA TATIL

A avaliacdo do teste da alodinia tatil nos animais foi realizada utilizando os filamentos
de Von Frey (figura 7) e o método descrito por Chaplan (Chaplan et al., 1994). Estes
filamentos sdo de nylon e possuem diferentes didmetros responsaveis por empregar diferentes
intensidades de forca. Tal teste consiste em um conjunto de nove filamentos que foram
aplicados sobre a regido plantar da pata posterior de cada animal.

Os filamentos utilizados foram: 0,4 ¢g; 0,6 g; 1,4 9; 3,6 ¢; 85 ¢; 15,1 ¢g; 28,8 g e o
limiar de retirada da pata foi determinado pelo aumento ou diminuicéo sequencial da forca. O
teste foi iniciado sempre com o filamento 3.6 g e a contagem da de respostas foi iniciada
quando a primeira resposta foi negativa e a segunda positiva. A partir desta resposta
negativa/positiva foram registradas mais quatro respostas, respeitando-se sempre o principio
de que uma resposta positiva é sempre seguida por um estimulo (filamento) inferior, enquanto
que uma resposta negativa € sempre seguida por um estimulo (filamento) superior. Uma
resposta é considerada positiva quando o animal retira a pata ao estimulo mecénico e negativa
quando o animal ndo possuiu reacdo alguma. O limiar de retirada da pata do animal foi
analisado observando os padrdes de respostas, onde estes padrdes foram inseridos no calculo a
sequir:

50% g =10 [ Xf+K.y]

Onde: Xf é o valor do ultimo filamento em gramas que é convertido em log de base
10; K é o valor da sequéncia de seis respostas as quais os dados foram retirados da tabela

(Chaplan et al., 1994) e 6: é a média da diferenca (em log) entre os filamentos apresentados.
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Figura 7— llustragéo do teste da Alodinia — Filamentos de VVon Frey.

Fonte: Laboratorio de Neuroanatomia Funcional da Dor — Universidade de Sao Paulo — Departamento de
Anatomia.

3.4.4 DETERMINACAO DA ALODINIA AO FRIO

A alodinia ao frio foi medida com a utilizagdo da acetona como descrito por Choi et
al. (1994). Com o auxilio de uma seringa, 50 uL de acetona foram aplicados sobre a parte
central da superficie plantar da pata posterior (figura 8) e um video de 2 minutos foi gravado.
Um avaliador cego aos grupos experimentais assistiu os videos e reacdes como lamber,
morder, cheirar ou bater a pata foram cronometradas e a soma foi o resultado em segundos da
reacao total (Choi et al., 1994).

Figura 8- llustracdo do teste da Alodinia ao frio utilizando acetona — a cor azul foi
usada para facilitar a observacao do local aplicado.

Fonte: Laboratdrio de Neuroanatomia Funcional da Dor — Universidade de Sao Paulo — Departamento
de Anatomia.

3.5 PROCEDIMENTO TERAPEUTICO: ANTI-NGF

Anticorpo anti fator de crescimento neural (Anti-NGF) (R & D Systems®, EUA) foi
adquirido liofilizado e realizamos uma diluicdo com salina, sendo o volume de 50 uL injetado

por via intraplantar 14 dias apés a cirurgia de CCI. As doses de 1 e 3 pg/ 50 pL foram usadas
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para a curva dose-resposta. Os testes comportamentais foram feitos antes do tratamento,
durante 7 h ap6s administracdo do farmaco com intervalos de 1 h e na 24° h. O veiculo de

diluicdo (solucéo salina 0,9%, 50 pL) foi usado como controle.

3.6 ANALISE ESTATISTICA DOS TESTES COMPORTAMENTAIS

Os dados foram representados como média £+ e.p.m. A analise estatistica foi gerada
utilizando o programa GraphPad Prism versdo 5 (utilizando-se GraphPad Software Inc., CA,
USA). A comparacdo estatistica entre os grupos e tempos foi realizada usando a analise de
variancia de duas vias (Two-way ANOVA) e no grupo CCI diferentes tempos usando a anélise
de variancia de uma via (One-way ANOVA), seguidas pelo pés-teste de Bonferroni. O indice

de significancia foi considerado de p <0,05.

3.7 ENSAIOS DE WESTERN BLOT

O conteddo proteico da medula espinal (porcdo lombar) e ganglios da raiz posterior
(L4-L6) dos animais lesionados, tratados e controles foram isolados e dosados pelo método de
Bradford (Amresco, USA) (Bradford, 1976). As amostras foram submetidas a eletroforese por
SDS-PAGE. Os materiais foram diluidos em um mesmo volume de tamp&o Tris/HCI 125mM,
pH 6,8, contendo 2,5% (p/v) de SDS, 2,5% de 2-mercaptoetanol (2-ME), 4mM de EDTA e
0,05% de azul de bromofenol, e as amostras foram posteriormente fervidas em banho maria
por 5 min. O material foi aplicado em um gel de poliacrilamida 12% e submetidos a
eletroforese com corrente constante de 120 mA (Laemmli, 1970). Ap6s a separacao
eletroforética, as proteinas foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose (Millipore,
0,2 um de diametro) de acordo com uma técnica ja descrita (Towbin et al., 1979). Os
antigenos presentes na membrana de nitrocelulose foram submetidos a caracterizacéo
imunoenzimatica. Apos bloqueio com leite desnatado (Molico, Nestlé) 5% em tampdo Tris-
Salina (Tris 10 mM e NaCl 0,15 M, pH 7,5), por 2 h, as membranas foram incubadas com
anticorpos monoclonais especificos para NGF (1:1000; Santa Cruz Biotechnology) e
Substéancia P (1:1000; Millipore) por 18 h a 4 °C. Em seguida, as membranas foram lavadas
com Tris-Salina e incubadas por 2 h com o anticorpos secundarios marcados com peroxidase
(goat anti rat HRP para NGF ou goat anti rabbit HRP para Substancia P, Chemicon), diluidos
a 1:5000. O controle enddgeno foi marcado com B-actina (1:10000, Sigma). As membranas

foram reveladas utilizando o Kit ECL (Amershan Biosciences, NJ/EUA) de
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quimioluminescéncia e analisadas quanto & densidade das bandas marcadas, utilizando o
programa Image J (NIH, MD/EUA) e corrigidas pela densidade dptica para a pB-actina,
considerando as amostras dos animais controle como o padrdo para a normalizacdo dos

resultados.

3.8 ANALISE ESTATISTICA DOS ENSAIOS DE WESTERN BLOT

Os dados foram representados como média + e.p.m. A analise estatistica foi gerada
utilizando o programa GraphPad Prism versdo 5 (utilizando-se GraphPad Software Inc., CA,
USA) e a comparacao estatistica entre os grupos foi realizada usando a analise de variancia de
uma via (One-way ANOVA), seguidas pelo pos-teste de Bonferroni. O indice de significancia

foi considerado de p < 0,05.

3.9 IMUNO-HISTOQUIMICA

A fim de detectar a proteina Fos foi realizado um estimulo nocivo (0,6 mA trés vezes
com intervalos de 30 segundos — A360 WPI Stimulus Isolator, World Precision Instruments,
FL, USA) na pata lesada do animal (Baldi et al., 2004; Luo et al., 2009) e o0 mesmo foi
colocado a sua caixa-habitat por uma h e meia para posterior perfusdo. Este protocolo foi
realizado nos grupos descritos anteriormente do experimento 1 — Anti-NGF.

Os ratos foram anestesiados com quetamina (20 mg/ 100 g de peso corporal, i.p.) e
xilazina (2 mg/ 100 g de peso corporal, i.p.). Posteriormente, os animais foram perfundidos
transcardiacamente com solucédo salina seguido de solucédo fixadora de paraformaldeido a 4%
(PFA 4%) em tampdo fosfato, 1 M (PB) com pH 7,4. Foi realizada a remog&o do encéfalo e o
tecido ser4 mantido em solucéo de sacarose 20% em tampdo fosfato de potéssio 0,02 M por
aproximadamente 12 h. No dia seguinte, cortes axiais seriados com 40 um de espessura foram
obtidos utilizando-se um micrétomo de congelamento (Carl Zeiss ®). Os cortes foram
colhidos sequencialmente e armazenados em cinco séries de forma que a distancia entre os
cortes num mesmo compartimento foi de 200 pm. Os cortes foram mantidos em solu¢do anti-
freeze, contendo 15% de sacarose, tampéo fosfato de sodio 0,05 M e 30% de etilenoglicol em
freezer -20 °C. Uma série foi submetida a reacdo de imuno-histoquimica para deteccdo da

proteina Fos e a série de cortes adjacentes foi utilizada para coloragdo pelo método Nissl, com
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tionina 0,25% como corante e analisados em microscépio 6ptico com campo claro, utilizando-

se como referéncia citoarquitetonica.

3.10 DETECCAO DA PROTEINA FOS

No processamento imuno-histoquimico para deteccdo da proteina Fos, os cortes foram
incubados inicialmente em uma solucéo de tampao fosfato de potéssio 0,02 M contendo triton
X-100 a 0,3%, soro normal de cabra a 2% e anticorpo priméario anti-Fos obtido em coelho
(Ab-5, Calbiochem, San Diego, CA, USA) numa diluicdo de 1:20.000, sob agita¢do constante,
a 4 °C, durante 72 h. Para localizacdo do complexo antigeno-anticorpo os cortes foram
incubados por 90 minutos no anticorpo secundario biotinilado feito em cabra (Biotinylated
anti-Rabbit 1gG, Vector Laboratories) na diluicdo 1:200. Em seguida, os cortes foram
incubados por 90 minutos com o complexo biotina-avidina-peroxidase numa diluicdo de
1:200 (ABC Elite Kit, Vector Laboratories). Para ligar a glicose oxidase ao complexo
antigeno-anticorpo, apds lavagens sucessivas, os cortes foram incubados em uma solucédo
contendo 50 mg de tetrahidrocloreto de 3-3’diaminabenzidina (DAB), 0,6 mg de glicose
oxidase, 40 mg de cloreto de amdnio e 2 ml de solucdo aquosa de sulfato de niquel a 10% em
100 ml de tampéo fosfato de sodio 0,1 M por 5 minutos. Em seguida foi adicionado B-D-
glicose e a reacdo enzimatica foi interrompida ap6s um periodo de tempo variavel, em geral
em torno de 15 minutos. Apds a reacdo de imuno-histoquimica, os cortes foram montados em
laminas recobertas com gelatina e em seguida foram desidratados e recobertos com DPX
(Aldrich Chemical Co.).

3.11 QUANTIFICAGAO DAS CELULAS FOS POSITIVAS

As imagens geradas das regides encefalicas escolhidas foram feitas utilizando a
objetiva de 10 X de um microscopio Nikon Eclipse 80i (Nikon Corporation, Chiyoda-Ku,
Tokyo-To, Japan) equipado com uma camera digital Nikon DMX 1200F (Nikon Corporation).
Para a quantificacdo das celulas do ACC (parte 1 do cortex cingulado — Cgl) inicialmente
selecionamos o corte utilizando a objetiva de 4 X, delineamos a regido de interesse com base
na série corada pelo método de Nissl e as células imunorreativas para proteina Fos foram
contadas na area delimitada da imagem de 10 X em 4 secGes de cada animal, sendo 4 animais
por grupo. A densidade de células marcadas foi determinada dividindo o numero de células

imunorreativas para proteina Fos pela area da regido de interesse. Tanto a contagem de células
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quanto a medicdo da area foram feitas através do programa Image J (NIH, MD/EUA)
transformando as imagens obtidas com a objetiva de 10 X em 32 bits e padronizando 0s
valores da funcdo Threshold para todos os grupos. A determinacédo das regides estudadas foi
feita de acordo com o Atlas de Neuroanatomia “The rat brain in stereotaxic coordinates”
(Paxinos, Watson. 5. ed., 2005).

Os dados foram representados como média + e.p.m. A analise estatistica foi gerada
utilizando o programa GraphPad Prism versdo 5 (utilizando-se GraphPad Software Inc., CA,
USA) e a comparacao estatistica entre os grupos foi realizada usando a analise de variancia de
uma via (One-way ANOVA), seguidas pelo pos-teste de Bonferroni. O indice de significancia
foi considerado de p <0,05.

Vale mencionar, que parte destes experimentos foram realizados em colaboracdo com

o laboratério do Prof. Dr. Newton Sabino Canteras do departamento de Anatomia do ICB IlI.

3.12 RESSONANCIA MAGNETICA

Os animais foram anestesiados com isoflurano (5% inducéo e 1,5% manutencao) e
posicionados em um magneto 7-Tesla Bruker BioSpec 70 / 30USR Avance Ill (Bruker
Biospin MRl GmbH, Alemanha) com gradiente BGA12S e software Bruker Paravision 5.1.
Uma bobina de volume polarizada circular Bruker 40 milimetros foi utilizada para a aquisicdo
das imagens e as taxas de respiracdo e batimento cardiaco foram continuamente observadas
usando um sistema de monitoramento para pequenos animais (SA Instruments, Inc., Stony
Brook, Nova lorque, EUA). A temperatura corporal foi mantida a 36- 37 °C, usando um
aquecedor de agua circulante. Durante cada exame, 2 scans foram executados por animal
(anatébmico e estado de repouso). A sequéncia RARE (Rapid Acquisition with Relaxation
Enhancement) foi utilizada na aquisi¢do de imagens ponderadas por T1 e 0s pardmetros
foram: tempo de repeti¢cdo (TR) = 2000 ms, tempo de eco (TE) = 14 ms, matriz 256 x 256,
resolucdo do plano = 100 um, 24 cortes axiais, espessura da fatia de 1 milimetro) para
referéncia anatbmica. Scans de estado de repouso foram adquiridos utilizando uma sequéncia
spin eco, imagem ecoplanar (TR = 1500 ms, TE = 35.0966 ms, matriz de 75 x 75, resolucéo
do plano = 400 um, 24 cortes axiais; 550 volumes), resultando em um tempo de aquisi¢éo de
aproximadamente 60 minutos. O pré-processamento incluiu correcdo de tempo-fatia,
realinhamento, normalizacdo e suavizacdo espacial com filtro Kernel Gaussiano de 1 mm de
largura & meia altura (FWHM). Um template especifico de estudo foi criado por uma média
das imagens ponderadas em T1 de alta resolugéo de todos os animais e coregistrando-as, bem
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como a interpolacéo dos voxels para 0,5 x 0,5 x 0,5 mm?. Todos 0s exames para cada rato
foram coregistrados e normalizados a este template, como descrito em uma publicacdo do
grupo (Seminowicz et al., 2012). As regides anatémicas foram identificadas utilizando o atlas
de Paxinos e Watson (2005).

Utilizou-se a analise baseada em semente, onde desenhamos as nossas regides de
interesse (sementes) e um teste de correlagdo do efeito BOLD com todo o encéfalo é
realizado, demonstrando as regides (ou clusters) que podem estar conectadas entre si. N&s
avaliamos como as conectividades do talamo, cortex cingulado direito e cortex
somatossensorial primario (S1) variam ao longo do tempo ap6s SNI. No primeiro nivel da
analise foi realizada uma regressdo linear (GLM — General linear model) entre os dados e
para grupo versus tempo foi realizada uma andlise fatorial flexivel. N6s avaliamos as
interacBes grupo X tempo entre a conectividade antes de qualquer procedimento, 1 més e 5
meses pos-lesdo comparando FOP e SNI. Todos os pré-processamento de imagem e analises

estatisticas foram realizados utilizando o software SPM12.
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4 RESULTADOS
4.1 EXPERIMENTO 1 - AVALIACAO A LONGO PRAZO DO MODELO CCI

4.1.1 MODALIDADES SENSITIVAS SAO DIFERENTEMENTE AFETADAS NO
PROCESSO NOCICEPTIVO INDUZIDO POR CCI

A lesdo CCI causou uma diminuicdo estatisticamente significativa dos limiares
nociceptivos avaliados em todos os testes comportamentais, iniciando 14 dias apds lesdo e
permanecendo até 56 dias. As intensidades destas diminuic¢fes de limiar foram variaveis entre
0s testes comportamentais, pois cada um representa estimulos e modalidades sensitivas
diferentes (Figuras 9-12). Os grupos FOP e naive (controles) ndo apresentaram mudancas dos
limiares nociceptivos em nenhum dos testes analisados. Vale ressaltar, que a nocicepcdo foi
de origem local, uma vez que medidas na pata contralateral a cirurgia ndo mostraram
diferencgas estatisticas (dados ndo mostrados).

Figura 9 — Avaliacdo a longo prazo da resposta nociceptiva por estimulo mecanico de ratos
com les&o do nervo isquiatico.
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O limiar de hiperalgesia mecanica, mensurado pelo teste de Randall e Sellito e
expresso em gramas, foi avaliado antes (MI) de qualquer procedimento, 14, 28, 42 e 56 dias
apos lesdo. Os resultados apresentam média de + e.p.m. de 10 animais por grupo. Analise
Two-way ANOVA seguida de pos-teste de Bonferroni com *p < 0,05 e ***p < 0,001 em
comparacdo CCI vs. Naive e ##p < 0,01 e ###p < 0,001 CCI vs. FOP. N&o houve diferenca
estatistica nas medidas iniciais e posteriormente entre os grupos Naive e FOP. Anélise One-
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way ANOVA seguida de pos-teste de Bonferroni com &&&p < 0,0001 em comparagdo CCI
56 dias vs. CCI 14 dias. Nao houve diferenca estatistica entre as demais medidas do grupo CCI.

Figura 10 — Avaliacdo a longo prazo da resposta nociceptiva por estimulo térmico de ratos
com les&o do nervo isquiatico.
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O limiar de hiperalgesia térmica, mensurado pelo teste de Hargreaves e expresso em
segundos, foi avaliado antes (MI) de qualquer procedimento, 14, 28, 42 e 56 dias ap6s lesao.
Os resultados apresentam média de + e.p.m. de 10 animais por grupo. Analise Two-way
ANOVA seguida de pos-teste de Bonferroni com ***p < 0,001 em comparacdo CCI vs. Naive
e ##p < 0,01 e ###p < 0,001 CCI vs. FOP. Nao houve diferenca estatistica nas medidas
iniciais e posteriormente entre os grupos Naive e FOP. Néo houve diferenca estatistica entre
as medidas do grupo CCI.
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Figura 11 — Avaliacdo a longo prazo da resposta nociceptiva por estimulo tatil de ratos com
lesdo do nervo isquidtico.
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O limiar de alodinia tatil, mensurado pelos filamentos de Von Frey e expresso em
gramas, foi avaliado antes (MI) de qualquer procedimento, 14, 28, 42 e 56 dias ap0s lesdo. Os
resultados apresentam média de + e.p.m. de 10 animais por grupo. Anélise Two-way ANOVA
seguida de pds-teste de Bonferroni com ***p < 0,001 em comparacdo CCI vs. Naive e ###p <
0,001 CCI vs. FOP. Nao houve diferenca estatistica nas medidas iniciais e posteriormente
entre os grupos Naive e FOP. Anéalise One-way ANOVA seguida de pés-teste de Bonferroni
com &&p < 0,001 em comparacdo CCI 28 dias vs. CCl 14 dias. Nao houve diferenca

estatistica entre as demais medidas do grupo CCI.



42

Figura 12 — Avaliacdo a longo prazo da resposta nociceptiva por estimulo frio de ratos com
lesdo do nervo isquiatico.
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O limiar de alodinia fria, mensurado pelo teste de acetona e expresso em segundos, foi
avaliado antes (MI) de qualquer procedimento, 14, 28, 42 e 56 dias apds lesdo. Os resultados
apresentam média de + e.p.m. de 10 animais por grupo. Analise Two-way ANOVA seguida de
pos-teste de Bonferroni com ***p < 0,001 em comparacdo CCI vs. Naive e ###p < 0,001 CClI
vs. FOP. Ndo houve diferenca estatistica nas medidas iniciais e posteriormente entre 0s grupos
Naive e FOP. Analise One-way ANOVA seguida de pos-teste de Bonferroni com &&&p <
0,0001 em comparacdo CCI 42 e 56 dias vs. CCI 14 e 28 dias. Nao houve diferenca estatistica
nas comparagdes CCI 14 vs. 28 dias e CCl 42 vs. 56 dias.

4.1.2 NGF ESTA AUMENTADO AO LONGO DO TEMPO NO DRG E
MEDULA ESPINAL APOS MODELO DE CCI

Com a técnica de Western Blot foi possivel observar um aumento da densidade Optica
de NGF no DRG 14 e 56 dias ap0s inducdo de dor neuropatica comparado com 0S grupos
controle (p < 0,001 e 0,0004 para naive e p < 0,05 e 0,001 para FOP, figura 13A). Também
podemos destacar que a densidade dptica aumentada de NGF do grupo CCI 56 dias foi
estatisticamente mais significante comparada com os grupos FOP e naive, porém ndo houve
diferenca estatistica entre CCI 14 e 56 dias no DRG. Ja em relacédo a por¢cdo lombar da medula

espinal, podemos notar um aumento da densidade Optica de NGF dos grupos CCI comparados
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com 0s grupos FOP e naive, além do grupo CCI 56 dias ter demonstrado uma maior sintese de
NGF quando comparado com o CCI 14 dias (p < 0,05, figura 13B).
Nenhuma diferenca foi observada entre os grupos controle para NGF e entre 0s grupos

controle e CClI para B-actina nas regides analisadas (Figura 13).

Figura 13- Avaliacéo a longo prazo do NGF no DRG (A) e medula espinal (B) apos leséo do
nervo isquiatico.
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Imunorreatividade de NGF dos grupos naive, FOP, CCI 14 dias e CCI 56 dias. Os
resultados apresentam média de + e.p.m. de 5 animais por grupo. * demonstra diferenca
estatistica comparada com o grupo naive (p < 0,001 e 0,0004 para DRG e p < 0,001 e 0,0001
para medula espinal). # demonstra diferenca estatistica comparada com o grupo FOP (p < 0,05
e 0,001 para DRG e p < 0,001 e 0,0001 para medula espinal). & demonstra diferenca
estatistica comparada com o grupo CCI 14 dias (p < 0,05 para medula espinal). Todos os

dados foram analisados usando One-way ANOVA e pds-teste Bonferroni.
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4.1.3 SUBSTANCIA P ESTA AUMENTADA AO LONGO DO TEMPO NO DRG,
NO ENTANTO SEU AUMENTO NA MEDULA ESPINAL FOI SOMENTE
56 DIAS APOS LESAO

A analise de Western Blot do DRG de animais CCI mostrou que a densidade Optica de
SP foi significativamente aumentada comparada com os controles (FOP e naive). Também
podemos destacar que a densidade Optica aumentada de SP do grupo CCIl 56 dias foi
estatisticamente mais significante comparada com os grupos FOP e naive, porém ndo houve
diferenca entre CCI 14 e 56 dias (p < 0,05 para FOP e p < 0,001 para naive, figura 14A) no
DRG. No que diz respeito a parte lombar da medula espinal, ndo observamos nenhuma
diferenca significativa de SP 14 dias ap06s cirurgia em comparacdo com grupos controle (FOP
e naive). No entanto, observou-se um aumento na densidade dptica de SP 56 dias apdés CCI
em comparacdo com todos os outros grupos de animais (p < 0,05 para naive e FOP e p <
0,001 para CCI 14 dias, figura 14B).

Nenhuma diferenga foi observada entre os grupos controle para SP e entre 0s grupos

controle e CClI para B-actina nas regides analisadas (Figura 14).
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Figura 14- Avaliacdo a longo prazo da SP no DRG (A) e medula espinal (B) apos lesdo do
nervo isquiatico.
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Imunorreatividade de SP dos grupos naive, FOP, CCI 14 dias e CCIl 56 dias. Os
resultados apresentam média de + e.p.m. de 5 animais por grupo. * demonstra diferenca
estatistica comparada com o grupo naive (p < 0,05 e 0,001 para DRG e p < 0,05 para medula
espinal). # demonstra diferenca estatistica comparada com o grupo FOP (p < 0,05 e 0,001 para
DRG e p < 0,05 para medula espinal). & demonstra diferenga estatistica comparada com o
grupo CCI 14 dias (p < 0,001 para medula espinal). Todos os dados foram analisados usando
One-way ANOVA e pbs-teste Bonferroni.
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4.2 EXPERIMENTO 2 - EFEITOS DO TRATAMENTO COM ANTI-NGF NO
MODELO DE CClI

4.2.1 TRATAMENTO COM ANTI-NGF E CAPAZ DE REVERTER LIMIARES
NOCICEPTIVOS DE ANIMAIS APOS MODELO DE DOR
NEUROPATICA CRONICA

O tratamento com Anti-NGF foi realizado através da administracdo de duas doses, 1 e
3 Mg/ 50 pL de Anti-NGF diluidos em salina, sendo que a maior dose foi considerada mais
eficaz devido a sua amplitude e duracdo da melhora comportamental nos testes analisados
(figuras 15-17).

A dose de 1 pg/ 50 pL de Anti-NGF apresentou resultados diferentes para cada tipo de
teste comportamental avaliado. Com relacéo ao limiar mecanico, observamos uma melhora do
qguadro nociceptivo apenas na quinta hora ap6s administracdo (figura 15); j& quando
avaliamos a resposta térmica, esta melhora foi observada durante o periodo de 1 a 3 h ap0s
tratamento (figura 16). No entanto, o limiar nociceptivo ao estimulo de frio ndo foi alterado
com a dose menor (figura 17). Quando utilizamos a maior dose (3 pg/ 50 pL) de Anti-NGF,
foi possivel observar o aumento do limiar nociceptivo dos animais operados com CCI uma
hora apds administracdo do tratamento e este efeito permaneceu até a quinta hora,
equiparando-os aos grupos controle em todos os testes analisados.

A fim de observarmos se o veiculo de diluicdo do farmaco, a salina, teria algum efeito
sobre os limiares nociceptivos nés criamos o grupo CCI + Salina e FOP + Salina, porém em
nenhum deles observamos alteracdo significativa quando comparados com os grupos CCI e
FOP respectivamente. Além disso, realizamos a administragdo da dose de 3 pg/ 50 pL de
Anti-NGF nos animais FOP e demonstramos que ndo houve diferenca comportamental
guando comparados com 0s grupos controle FOP, FOP + Salina e naive. Portanto, os dados
dos grupos CCI, FOP, FOP + Salina e naive foram retirados do grafico para melhor
visualizacdo dos resultados e o grupo FOP + 3 pg/ 50 puL Anti-NGF foi considerado o
controle.

Vale ressaltar, que a nocicepcdo e o posterior tratamento foi de origem local, uma vez
que medidas na pata contralateral a cirurgia ndo mostraram diferencas estatisticas (dados ndo
mostrados).
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Figura 15 — Efeito do Anti-NGF na resposta nociceptiva de ratos com lesdo do nervo
isquiatico mediante estimulo mecéanico.
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O limiar de hiperalgesia mecanica, mensurado pelo teste de Randall e Sellito e
expresso em gramas, foi avaliado antes (M) de qualquer procedimento, 14 dias apds leséo e a
cada 1 h para a realizacdo da curva dose-resposta. O periodo de avaliacdo foi de 7 h e a
seguinte 24° h apos tratamento com Anti-NGF. Os resultados apresentam média de + e.p.m.
de 10 animais por grupo. Analise Two-way ANOVA seguida de pds-teste de Bonferroni com
*p < 0,05, **p < 0,01 e ***p < 0,001 em comparacao dos grupos CCI + 3 pg/ 50 pL Anti-
NGF vs. CCI + Salina, ###p < 0,001 em comparacdo dos grupos CCI vs. FOP + 3 ug/ 50 pL
Anti-NGF e &&&p < 0,001 em comparacdo dos grupos CCI + 1 pg/ 50 pL Anti-NGF vs. CCl
+ Salina. Nao houve diferenca estatistica entre os grupos CCI + 3 pug/ 50 uL Anti-NGF e CCI
+ 1 pg/ 50 L Anti-NGF na medida de 5 h apds tratamento.
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Figura 16 — Efeito do Anti-NGF na resposta nociceptiva de ratos com lesdo do nervo

isquiatico mediante estimulo térmico.
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O limiar de hiperalgesia térmica, mensurado pelo teste de Hargreaves e expresso em

segundos, foi avaliado antes (MI) de qualquer procedimento, 14 dias apés lesdo e a cada 1 h

para a realizacdo da curva dose-resposta. O periodo de avaliacdo foi de 7 h e a seguinte 24° h

apos tratamento com Anti-NGF. Os resultados apresentam média de + e.p.m. de 10 animais

por grupo. Andlise Two-way ANOVA seguida de pds-teste de Bonferroni com **p < 0,01 e

***p < 0,001 em comparacdo dos grupos CCl + 3 pg/ 50 uL Anti-NGF vs. CCI + Salina,
###p < 0,001 em comparacgdo dos grupos CCI vs. FOP + 3 ug/ 50 uL Anti-NGF, &&p < 0,01
e &&&p < 0,001 em comparagédo dos grupos CCI + 1 pg/ 50 pL Anti-NGF vs. CCI + Salina e

88p < 0,01 em comparacgdo dos grupos CCI + 3 pg/ 50 pL Anti-NGF vs. CCI + 1 ug/ 50 pL

Anti-NGF.
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Figura 17 — Efeito do Anti-NGF na resposta nociceptiva de ratos com lesdo do nervo
isquiatico mediante estimulo frio.
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O limiar de alodinia fria, mensurado pelo teste de acetona e expresso em segundos, foi
avaliado antes (MI) de qualquer procedimento, 14 dias apds lesdo e a cada 1 h para a
realizacdo da curva dose-resposta. O periodo de avaliacdo foi de 7 h e a seguinte 24° h apds
tratamento com Anti-NGF. Os resultados apresentam média de + e.p.m. de 10 animais por
grupo. Anéalise Two-way ANOVA seguida de pés-teste de Bonferroni com ***p < 0,001 em
comparacdo dos grupos CCI + 3 pg/ 50 uL Anti-NGF vs. CCI + Salina e CCI + 1 ug/ 50 pL
Anti-NGF, e ###p < 0,001 em comparacdo dos grupos CCI vs. FOP + 3 pg/ 50 uL Anti-NGF.
N&o houve diferenca estatistica entre os grupos CCI + Salina e CCI + 1 pg/ 50 pL Anti-NGF.

4.2.2 TRATAMENTO cOM ANTI-NGF DIMINUI OS NiVEIS DE NGF NO
DRG E MEDULA ESPINAL APOS MODELO DE DOR NEUROPATICA
CRONICA

Para a realizacdo da técnica de Western Blot nos utilizamos trés grupos experimentais,
uma vez que a partir dos dados comportamentais nds retiramos alguns grupos controle e
definimos a dose de 3 pg/ 50 pL de fa&rmaco para uso, a fim de minimizar o uso de animais do
nosso projeto. Portanto, os grupos analisados foram CCI (lesdo do nervo isquiatico), FOP +
Anti-NGF (controle da cirurgia e do tratamento com Anti-NGF 3 pg/ 50 pL) e CCI + Anti-
NGF (CCI com tratamento).
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A partir dos nossos achados foi possivel observar um aumento da densidade Optica de
NGF no DRG e na medula espinal 14 dias ap6s inducéo de dor neuropatica comparado com o
grupo controle (p < 0,001 e 0,0022 para CCI vs. FOP + Anti-NGF no DRG e medula espinal,
respectivamente - figura 18). Apds o tratamento com Anti-NGF 3 pg/ 50 pL os niveis de NGF
no DRG e medula espinal diminuiram quando comparados com o grupo sem intervencao
terapéutica CCI (p < 0,0001 no DRG e p < 0,01 na medula espinal, figura 18). Vale
mencionar que o grupo CCI + Anti-NGF demonstrou uma maior diminuicdo de NGF no DRG
sendo estatisticamente diferente do grupo FOP + Anti-NGF (p < 0,01, figura 18B). Ndo houve
diferenca estatistica entre os grupos FOP + Anti-NGF e CCI + Anti-NGF na medula espinal.

A B-actina nos grupos e regides analisadas ndo foi diferente estatisticamente.
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Figura 18- Avaliacdo de NGF no DRG (A) e medula espinal (B) apds tratamento com Anti-
NGF em modelo de dor neuropética crénica.
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Imunorreatividade de NGF dos grupos CCI, FOP + Anti-NGF e CCI + Anti-NGF. Os
resultados apresentam média de + e.p.m. de 5 animais por grupo. * demonstra diferenca
estatistica comparada com o grupo CCI (p < 0,001 e 0,0001 para DRG e p < 0,01 e 0,0022
para medula espinal). # demonstra diferenca estatistica comparada com o grupo FOP + Anti-

NGF (p < 0,01 para DRG). Todos os dados foram analisados usando One-way ANOVA e p6s-
teste Bonferroni.
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4.2.3 TRATAMENTO cCcOM ANTI-NGF DIMINUI 0OS NIVEIS DE
SUBSTANCIA P NO DRG, MAS PERMANECE INALTERADA NA
MEDULA ESPINAL APOS MODELO DE DOR NEUROPATICA CRONICA

Com a técnica de Western Blot observamos um aumento da densidade Optica de SP no
DRG 14 dias ap6s indugdo de dor neuropética comparado com o grupo controle (p < 0,0006
para CCl vs. FOP + Anti-NGF, figura 19A). Apds o tratamento com Anti-NGF 3 pg/ 50 pL
foi demonstrada a diminuicdo de SP no DRG (p < 0,001 para CCl vs. CCI + Anti-NGF, figura
19A). Néo houve diferenca estatistica entre os grupos FOP + Anti-NGF e CCI + Anti-NGF no
DRG.

Corroborando com os dados encontrados no experimento de avaliacdo a longo prazo
do modelo CCI, n6s ndo observamos diferenca estatistica de SP na medula espinal 14 dias
apos lesdo (figura 19B) e nos demais grupos controle e tratamento com Anti-NGF. A B-actina

nos grupos e regides analisadas ndo foi diferente estatisticamente.
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Figura 19- Avaliacdo de SP no DRG (A) e medula espinal (B) ap6s tratamento com Anti-
NGF em modelo de dor neuropética crénica.
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Imunorreatividade de SP dos grupos CCI, FOP + Anti-NGF e CCI + Anti-NGF. Os
resultados apresentam média de + e.p.m. de 5 animais por grupo. * demonstra diferenca
estatistica comparada com o grupo CCI (p < 0,001 e 0,0006 para DRG). Niveis de SP
permaneceram inalterados na medula espinal nos grupos experimentais. Todos os dados foram
analisados usando One-way ANOVA e pés-teste Bonferroni.
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4.2.4 TRATAMENTO COM ANTI-NGF E CAPAZ DE DIMINUIR O NIVEL DE
ATIVIDADE NEURONAL NO CORTEX CINGULADO ANTERIOR APOS
MODELO DE DOR NEUROPATICA CRONICA

Os grupos analisados pela técnica de imuno-histoquimica foram o CCI (leséo do nervo
isquiatico), FOP + Anti-NGF (controle da cirurgia e do tratamento com Anti-NGF 3 pg/ 50
puL) e CCl + Anti-NGF (CCI com tratamento). A regido analisada do cdértex cingulado
anterior foi demonstrada em linhas pontilhadas e desenhada de acordo com a sua
correspondente imagem no Atlas de Paxinos e Watson (figura 20A e B). A analise feita foi
bilateral, pois ndo observamos diferenca estatistica entre os lados direito e esquerdo (dados
ndo mostrados).

Na regido Cgl do cdrtex cingulado anterior podemos observar um aumento do nimero
de células imunorreativas para a proteina Fos no grupo CCI (figura 20C e F) quando
comparado com o grupo controle FOP + Anti-NGF (p < 0,01, figura 20D e F). Apds o
tratamento com Anti-NGF aplicado na pata lesada dos animais com CCI foi observada uma
diminuicdo do nivel de atividade neuronal desta regido (p < 0,0027 para CCl vs. CCI + Anti-
NGF, figura 20E e F). Vale ressaltar, que ndo houve diferenca estatistica entre o grupo

controle e o0 grupo com tratamento.
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Figura 20- Fotomicrografia e densidade de células imunorreativas para proteina Fos do cortex
cingulado anterior apds tratamento com Anti-NGF em modelo de dor
neuropatica crénica.
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Fotomicrografia em objetiva de 4 X mostrando o cortex cingulado anterior (ACC, parte Cgl)
em linha pontilhada preta (A) de acordo com a localizagcdo na imagem do Atlas de Paxinos e
Watson (B). Secdes dos grupos CClI (C), FOP + Anti-NGF (D) e CCI + Anti-NGF (E) foram

analisadas com aquisicdo em objetiva de 10 X e quantificadas usando One-way ANOVA e
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pos-teste Bonferroni. A area pontilhada vermelha da imagem A representa as areas analisadas
(C, D e E). Os resultados apresentam média de + e.p.m. de 4 animais por grupo e **

demonstra diferenca estatistica comparada com o grupo CCI (p < 0,0011). Barra de escala de
200 pm.

4.3 EXPERIMENTO 3 - AVALIACAO DE AREAS ENCEFALICAS
RELACIONADAS AO PROCESSO DE DOR NEUROPATICA
CRONICA NO MODELO DE SNI

O sinal BOLD pela técnica de rsfMRI foi observado antes de qualquer procedimento
(T1), 1 més (T2) e 5 meses (T3) apds lesdo limitada do nervo isquiatico dos grupos SNI e
falso operado FOP, e duas intera¢Ges foram avaliadas, quando a ativacédo de areas encefalicas
do grupo SNI foi maior que a do grupo FOP (SNI>FOP — figuras 21,22 e 23 A) e 0 inverso
FOP>SNI (figuras 21,22 e 23 B). A fim de tentar inferir as areas ou clusters que podem
possuir conexdes com regides cerebrais envolvidas no processamento nociceptivo nés
analisamos a conectividade do talamo (figura 21), cortex somatossensorial primario (figura
22) e cortex cingulado (figura 23) do lado direito.

Figura 21 — Conectividade de areas encefalicas com o tdlamo direito de ratos com leséo
limitada do nervo isquiético.
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B- Talamo direito Clusters FOP>SNI
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Valores de sinais BOLD para SNI (colunas cheias) e FOP (colunas pontilhadas) em
diferentes tempos (T1, T2 e T3). Os resultados apresentam média de + dpm de 8 animais no
grupo SNI e 6 animais no grupo FOP, p < 0,05 e limiar de voxel = 20. A interacdo SNI>FOP
mostrou 3 clusters com aumentada conectividade com o tdlamo ao longo do tempo no grupo
SNI, sendo eles areas do hipocampo, hipotalamo e cértex retrosplenial/cerebelo (A). Ja a
interacdo FOP>SNI mostrou apenas o nucleo pontino como cluster com maior conectividade
com o tdlamo ao longo do tempo no grupo FOP (B).
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Figura 22 — Conectividade de areas encefalicas com o cortex somatossensorial primario (S1)
direito de ratos com lesdo limitada do nervo isquiético.
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grupo SNI e 6 animais no grupo FOP, p < 0,05 e limiar de voxel = 20. A interacdo SNI>FOP
mostrou 7 clusters com aumentada conectividade com o S1 ao longo do tempo no grupo SNI,
sendo eles areas do hipotadlamo, tadlamo, hipocampo, tadlamo/nucleo geniculado, nucleo
mesencefalico profundo/PAG, bulbo rostroventral e cerebelo (A). Ja a interacdo FOP>SNI
mostrou 2 clusters com maior conectividade com o S1 ao longo do tempo no grupo FOP,
sendo eles areas do proprio S1 e hipocampo/cortex auditivo (B).
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Figura 23 — Conectividade de areas encefalicas com o cértex cingulado direito de ratos com
lesdo limitada do nervo isquidtico.
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Valores de sinais BOLD para SNI (colunas cheias) e FOP (colunas pontilhadas) em
diferentes tempos (T1, T2 e T3). Os resultados apresentam média de + dpm de 8 animais no
grupo SNI e 6 animais no grupo FOP, p < 0,05 e limiar de voxel = 20. A interacdo SNI>FOP
mostrou 4 clusters com aumentada conectividade com o cortex cingulado ao longo do tempo
no grupo SNI, sendo eles areas do caudado/putdamen (CPu), hipocampo, coliculo superior e
PAG/bulbo rostroventral/cerebelo (A). J& a interacdo FOP>SNI mostrou 7 clusters com maior
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conectividade com o cértex cingulado ao longo do tempo no grupo FOP, sendo eles areas do
CPu, CPu/S1, tdlamo, S2/cértex auditivo, hipocampo/cortex visual, coliculo superior/inferior

e cortex visual (B).
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5 DISCUSSAO

O modelo de lesdo constritiva crénica CCI mostrou-se eficiente permitindo a
instalacdo da dor neuropatica cronica, uma vez que apo6s 14 dias de lesdo ja observamos a
diminuigdo do limiar nociceptivo dos animais comparados com controles, demonstrando
assim o bom funcionamento do modelo experimental descrito por Bennett e Xie (Bennett,
Xie, 1988). Tendo em vista trabalhos que demonstram que a lesdo do nervo periférico resulta
em dor neuropética persistente ou crénica, caracterizada por dor espontanea em queimacao,
acompanhada de alodinia e hiperalgesia (Payne; Norfleet, 1986), decidimos avaliar estes
comportamentos a longo prazo, a fim de caracterizar a cronicidade deste modelo ainda néo
descrita na literatura (Guillemette et al., 2012; Jarahi et al., 2014; Kukkar et al., 2013; Lin et
al., 2012; Nazemi et al., 2012; Ning et al., 2013; Santos et al., 2012).

Estudos anteriores utilizando o modelo de CCI tém mostrado uma diminuicdo no
limiar mecanico (aprox. 10 gramas) e um aumento na pontuagdo do teste de alodinia ao frio 5
e 15 dias pos-cirurgia (Camara et al., 2015), ja Hughes et al. (2007) e Santos et al. (2012)
demonstraram uma diminuic¢do no limiar térmico (cerca de 10 segundos) 14 dias apos lesao
(Hughes et al., 2007; Santos et al., 2012). A avaliacdo mais tardia encontrada na literatura foi
de 30 dias apds CCI e o teste de VVon Frey demonstrou um limiar tatil de 10 gramas e o teste
de Randall e Sellito um limiar mecénico de 300 gramas (M'Dahoma et al., 2015). No entanto,
as avaliacOes foram na fase inicial (ou seja, dentro das 2-4 primeiras semanas) impedindo o
estudo de translacdo para os seres humanos que sofrem de muitos anos de dor neuropética
croénica. No presente trabalho, verificou-se uma maior diminui¢do do limiar mecanico apds 56
dias (média de 29 gramas) comparado com 14 dias (média de 57 gramas) apo6s a cirurgia CCI
utilizando o teste de Randall e Sellito e o limiar médio para medidas iniciais, antes de
qualquer procedimento, foi de 90 gramas. Ja o teste de alodinia tatil com os filamentos de VVon
Frey mostrou uma maior diferenca estatistica 28 dias poés-cirurgia (1,05 gramas em
comparagdo com 3,25 gramas de 14 dias ap6s CClI) e a reducédo do limiar foi continuo até 56
dias, em comparacdo com a medida inicial (11 gramas). Estes resultados sugerem que 0s
limiares mecanicos e tateis sdo mais prejudicados em periodos tardios (28 e 56 dias apds
CCl).

Por outro lado, encontramos respostas distintas para a sensibilidade térmica utilizando
os testes de alodinia fria e Hargreaves. A alodinia ao frio avaliada através da aplicacdo de

acetona foi capaz de demonstrar um aumento do tempo de reacdo em animais CClI de 14 dias
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(7 s) versus 1 segundo de tempo de reagdo dos grupos controle, além de observar um aumento
trés vezes maior no tempo de reacdo das medidas de 42 e 56 dias comparadas com 14 e 28
dias apos a cirurgia, resultado que pioneiramente observou o0 aumento da resposta nociceptiva
ao frio dependente do fator tempo em modelo de dor neuropatica cronica. De forma oposta, 0
teste de Hargreaves mostrou o baixo limiar nociceptivo do grupo CCI (< 9 segundos) em
comparacdo com 0s grupos controle (cerca de 18 s) durante todo o tempo avaliado, ndo
variando em nenhum periodo.

Tendo estes resultados em vista, decidimos avaliar certos mediadores nociceptivos das
regides pertencentes as vias de dor, incluindo areas do sistema nervoso periférico (DRG) e do
sistema nervoso central (medula espinal), buscando assim entender melhor 0s nossos
resultados comportamentais e suas correlacbes com alguns mediadores nociceptivos.

Consistentemente, a analise por Western Blot do DRG e medula espinal de ratos CCI
revelou um aumento de NGF 14 e 56 dias ap0s a cirurgia (50% e 80%, respectivamente para
DRG e 56% e 92%, respectivamente para a medula espinal) quando comparado aos grupos
controle. Quando comparamos 14 versus 56 dias observou-se que a densidade Optica do NGF
foi maior 56 dias em comparagdo com 14 dias ap6s CCI na medula espinal (36%, p< 0,05) e
ndo foi observada diferenca estatistica nos tempos avaliados no DRG ap06s lesdo. Esses dados
corroboram com estudos que mostram a participacdo do NGF como fator importante na
inducdo e manutencdo do processo nociceptivo apds diversos tipos de lesdes e 0 seu uso
promissor como alvo terapéutico (Obata et al., 2002; Zhu et al., 2012).

Ainda, de acordo com estudos anteriores que demonstraram o papel da SP na dor
neuropatica, nos verificamos um aumento do nivel de SP constante no DRG 14 e 56 dias apds
a lesdo que pode ser necessario para a inducdo e manutencdo da hiperalgesia térmica
observada em nossos resultados utilizando o teste de Hargreaves, ja em relacdo ao posterior
aumento de SP na medula espinal apenas no 56° dia pos-lesdéo podemos sugerir 0
envolvimento deste neuropeptideo na modulacdo da alodinia ao frio, uma vez que também
encontramos um aumento do tempo de reagdo mais tardio neste teste comportamental, 42 e 56
dias apds CCI, em comparacdo as medidas de 14 e 48 dias apds CCI , dados que corroboram
com um estudo mostrando a SP inalterada na medula espinal ao longo de 28 dias no mesmo
modelo (Casals-Diaz et al., 2009).

A hiperalgesia induzida por CCI, tanto mecanica quanto térmica durante todas as
avaliacOes, pode ser devida, pelo menos em parte, a capacidade do NGF em regular
mediadores algicos, tais como a Substancia P (SP) e 0 CGRP e inducédo da expressao de fator

neurotrofico derivado do cérebro (BDNF), o que poderia conduzir a esta sensibilizacdo de
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longa duragdo (Malcangio et al., 2000b; Mills et al., 2013; Schuligoi, Amann, 1998). SP
regula a transmissdo da dor e o processo de sensibilizacdo, atuando sobre o receptor
neuroquinina-1 (NK-1), SP é expressa nos neurdnios pos-sinapticos da coluna posterior da
medula espinal e em neurénios do DRG coexpressos com o0 TRPV1, receptor de capsaicina
(receptor vanildide de potencial transitorio de subtipo 1), um receptor critico para a geragédo de
hiperalgesia térmica (Zhang et al., 2007).

A partir destes dados, o presente estudo mostrou que a lesdo CCI no nervo isquiatico
tem diferentes respostas relacionadas ao tempo observadas pelos testes comportamentais e
mediadores nociceptivos avaliados, sugerindo que este modelo pode ser amplamente utilizado
pela comunidade cientifica, uma vez que ele poderia mimetizar estados de dor crénica em
humanos e a partir da abordagem comportamental ele auxiliara no esclarecimento de muitas
questoes.

O NGF e a SP sdo mediadores criticos na sensibilidade a dor e manutencdo dos
processos de dor cronica, além de agir na sensibilizacdo periférica e central (Garraway et al.,
2003; Lewin et al.,, 1994; Mantyh et al., 2011), com o0 nosso trabalho sugerimos o
envolvimento do NGF e da SP na modulacdo das respostas comportamentais dependentes de
tempo e do local em que eles estdo regulados, o que foi demonstrado pelo continuo aumento
dos niveis de NGF no DRG e na medula espinal e pelo aumento de SP constante no DRG e
apenas tardiamente na medula espinal.

Tendo em mente o papel regulador do NGF na dor neuropatica desde 14 dias apés CCI
nos decidimos avaliar o efeito do tratamento com Anti-NGF (anticorpo que neutraliza o NGF)
neste modelo e pelo motivo de ndo haver este tratamento na literatura em CCI nés iniciamos
com uma curva dose-resposta e duas doses, 1 e 3 pg/ 50 pL de solugdo de Anti-NGF em
salina, como veiculo de diluigdo. O farmaco foi administrado no décimo quarto dia apos a
cirurgia de CCl e avaliamos as 7 h seguintes e quando completou 24 h pds-injecdo. Os testes
comportamentais utilizados para verificar a hiperalgesia mecénica, térmica e alodinia ao frio
demonstraram a reversdo do quadro nociceptivo do grupo CCI apds 1 h de tratamento e
perdurando até a quinta hora, sendo que a dose maior demonstrou maior eficacia quando
comparada aos efeitos da dose menor. A dose de 1 pg/ 50 pL causou um aumento do limiar
nociceptivo mecanico do grupo CCI 5 h ap6s administracdo e um aumento do limiar
nociceptivo térmico durante o periodo de 1 a 3 h ap6s tratamento, ndo revertendo o quadro de
alodinia ao frio. Estes resultados sdo capazes de comprovar o papel relevante do NGF no
processo nociceptivo, uma vez que quando neutralizado através do tratamento com Anti-NGF
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0s sintomas comumente observados em neuropatias, como hiperalgesia mecanica, térmica e
alodinia ao frio foram revertidos retornando a niveis basais.

Corroborando com o0s nossos dados, outros autores demonstraram o efeito benéfico do
tratamento com Anti-NGF sobre a reversdo de quadros nociceptivos, no modelo animal de
pancreatite cronica e sindrome complexa regional do tipo | por fratura da tibia (Sabsovich et
al., 2008; Zhu et al., 2012). Vale ressaltar que testes clinicos estdo sendo realizados em
humanos com o tratamento de Anti-NGF em quadros de osteoartrite do joelho e quadril (Lane
etal., 2010; Schnitzer et al., 2015) e dor de tumor 6sseo metastatico (Sopata et al., 2015).

Ainda, ap6s a comprovagédo do efeito anti-nociceptivo induzido pelo tratamento com
Anti-NGF, fomos analisar a SP e 0 NGF neste modelo. Andlises de Western Blot foram
realizadas no DRG e medula espinal em diferentes grupos (CCI, FOP + Anti-NGF controle da
cirurgia e tratamento, e CCI + Anti-NGF) a fim de verificarmos o papel do tratamento nestes
mediadores nociceptivos. Foi possivel observar a diminuicdo do NGF nos dois tecidos
analisados e diminuicdo da SP no DRG apds tratamento quando comparados com 0 grupo
CClI sem intervencdo terapéutica, sugerindo a efetividade do farmaco em reduzir a producao
exacerbada do NGF apd6s modelo de dor neuropética cronica e desta forma diminuindo a
sintese aumentada de SP no DRG destes animais. Vale ressaltar, que ndo observamos
diferenca estatistica da SP na medula espinal, uma vez que este mediador ndo estd aumentado
apos 14 dias de lesdo.

Com a melhora da sensibilidade nociceptiva e mediadores algicos nés decidimos
avaliar a atividade neuronal do cortex cingulado anterior, uma area cerebral que participa do
processamento afetivo-motivacional da dor (Fuchs et al., 2014) através de conexdes vindas do
talamo e do cortex insular, bem como projecOes diretas e indiretas para o cortex motor, areas
do cértex pré-frontal, cortex insular, amigdala, areas do mesencéfalo, tronco cerebral e
medula espinal, além de desempenhar um importante papel na cognigdo e funcBes executivas
(Bushnell et al., 2013; Zhuo, 2014).

Para a técnica de quantificacdo da atividade neuronal nds realizamos um estimulo
nocivo e observamos a agdo do tratamento Anti-NGF sobre a densidade de células
imunomarcadas para Fos. O grupo com modelo de dor neuropatica cronica demonstrou um
aumento da atividade neuronal no ACC quando comparado com o grupo controle (p <
0,0011). Sabe-se que o ACC recebe projecOes nociceptivas da via espinorreticular, estes
resultados sdo consistentes com a proposta de que a entrada nociceptiva ao ACC aumenta a
atividade na regido e que esta resposta por sua vez resulta em aumento do desprazer a dor.

Ainda corroborando com trabalhos que mostram que o ACC é bilateralmente ativado em lesao
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periférica, caracterizado pelo aumento de genes de expressdo imediata como c-fos, Egrl e
CREB, e aumento de respostas eletrofisiologicas (Wei et al., 1999; Wei, Zhuo, 2001).

Apbs o tratamento com Anti-NGF foi possivel observar uma diminuicdo do nivel de
ativacdo neuronal no ACC mediante estimulo nocivo no grupo CCIl + Anti-NGF em
comparacdo com o grupo CCI sem intervencdo terapéutica (p < 0,0011), o que nos leva a
salientar a eficacia deste tratamento ndo somente para a alteragdo da resposta comportamental
e mediadores nociceptivos, mas também da atividade neuronal de uma regido supraespinal
comprometida pelo processo cronico da lesdo. O nosso tratamento teve como alvo neutralizar
o NGF, fator neurotréfico que desempenha um importante papel na sensibilizacdo do
nociceptor apés lesdo, agindo em estruturas do sistema nervoso periférico e medula espinal
(Mantyh et al., 2011). A diminuicdo da atividade neuronal no ACC ap0s tratamento em
modelo de CCI ja foi observado na literatura, no entanto este estudo utilizou um inibidor da
recaptacdo de noradrenalina e serotonina (milnaciprano) utilizado para tratar depressao e dor
cronica, o qual ainda ha controversas quanto a sua eficacia em quadros de dor neuropética
(Derry et al., 2015; Takeda et al., 2009). O ACC estd envolvido em muitos aspectos do
processamento da dor, modulacdo e componentes afetivos da dor cronica (Hubbard et al.,
2016; Koga et al., 2014; Li et al., 2010; Liauw et al., 2005), além disso trabalhos mais
recentes demonstram a sua participacdo no circuito corticolimbico, sistema associado com a
recompensa que resulta de um alivio de estados aversivos, incluindo a dor (Leknes et al.,
2011; Navratilova et al., 2015; Navratilova, Porreca, 2014; Navratilova et al., 2013).

Diversas areas encefalicas participam do processo nociceptivo, também chamadas de
“pain matrix”, no entanto ainda permanece pouco esclarecida a definicdo desta matriz e
estudos buscam através de diferentes técnicas melhor caracteriza-la (Apkarian et al., 2005;
Legrain et al., 2011; Mouraux et al., 2011; Wager et al., 2013; Woo et al., 2015). Uma das
técnicas que vem sendo utilizada é a ressonancia magnética, uma vez que de modo ndo
invasivo possibilita a visualizacdo de dados morfolégicos e funcionais de areas encefalicas,
bem como, estudos a longo prazo de um mesmo animal ou humano.

Com o intuito de auxiliar a definicdo das &reas pertencentes a pain matrix e entender
como elas estariam conectadas nds realizamos a técnica de ressonancia magnética funcional
em estado de repouso (rsfMRI), em colaboracdo com o Laboratorio de Neuroimagem da Dor
da Universidade de Maryland o qual possui uma méaquina de 7 teslas apropriada para este tipo
de experimento. O modelo de dor neuropatica escolhido pelo professor colaborador foi o SNI
ou lesdo limitada do nervo isquiatico, o qual se assemelha com o nosso modelo de CCI por

mimetizar o quadro de dor neuropatica, porem um dos ramos deste nervo, o sural, permanece
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intacto e os nervos fibular comum e tibial sdo ligados e cortados distalmente. As
caracteristicas comportamentais destes dois modelos se diferem na area desnervada de cada
tipo de lesdo, uma vez que no modelo de SNI pode-se fazer distincdo das regides da pata que
sofreram ou ndo lesdo (Challa, 2015; Decosterd, Woolf, 2000).

Para a andlise de rsfMRI no modelo de SNI nos selecionamos trés areas participantes
das vias que transmitem a informacdo nociceptiva, sendo elas o talamo, cortex
somatossensorial primario (S1) e cértex cingulado. Avaliamos 0s mesmos animais antes de
qualquer procedimento (T1), 1 més (T2) e 5 meses (T3) apos lesdo, sendo que o grupo SNI
apresentou alteracbes de conectividade funcional localizadas mais em conexdes entre
estruturas do sistema limbico e entre os sistemas limbico, nociceptivo e estruturas do corpo
estriado, de acordo com dados da literatura (Liu, Chen, 2009). Podemos observar areas como
0 hipocampo, hipotdlamo e ndcleos caudado/putdamen significativamente com maior
conectividade com o tdlamo, S1 e cortex cingulado no grupo SNI em comparagdo ao grupo
falso operado (FOP) ao longo do tempo. Vale ressaltar, que a analise realizada neste projeto
teve uma caracteristica exploratoria, a fim de observar como todo o encéfalo estaria conectado
com as regides de interesse determinadas, no entanto, notamos que 0s dados se tornaram de
certa forma generalistas e através desta limitagdo confirmamos a necessidade da busca de
analises mais especificas, as quais nos permitirdo inferir conexdes mais diretas e a0 mesmo
tempo excluir regides sem relevancia na participacdo do processamento nociceptivo.

A participacdo de areas pertencentes as vias descendentes de dor nos nossos achados
merece ser destacada, uma vez que estas vias modulam o estimulo doloroso e observamos um
aumento da conectividade no grupo SNI de areas relacionadas ao S1 e cértex cingulado,
dentre elas a PAG, bulbo rostroventral e hipotdlamo na tentativa de atenuar ou até mesmo
facilitar o processo de dor crénica (Bourne et al., 2014; Ossipov et al., 2014).

Estes achados corroboram com trabalhos prévios que demonstram a alteracdo de
conectividade em areas dos sistemas limbico e descendente em modelo de SNI mediante
estimulo frio ndo nocivo (Hubbard et al., 2015) 28 dias ap6s lesdo, descartando uma grande
participacdo do sistema sensitivo-discriminativo da dor (Baliki et al., 2014).

Com os dados da rsfMRI do cortex cingulado podemos observar a conectividade, tanto
positiva quanto negativa, desta regido com as areas dos ganglios da base (CPu) ou também
chamadas de corpo estriado, composto pelo ndcleo caudado e putdmen, estas regides servem
como principais estruturas de conex@o aos ganglios da base e estdo no centro de vias corticais
- ganglios da base — talamo - corticais (Alexander, Crutcher, 1990; Parent, Hazrati, 1995).

Nesse contexto, a informacdo de varias areas corticais, limbicas e do talamo acessam o corpo
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estriado por vias paralelas segregadas (Alexander, Crutcher, 1990). Corroborando com o
nosso achado, um estudo realizado com humanos demonstrou que as regides do putdmen
ativadas durante um estimulo de dor térmica eram estruturalmente ligadas a varias areas do
cérebro envolvidas nos aspectos sensitivos e afetivos do processamento nociceptivo, incluindo
o talamo, cortex insular e cortex cingulado anterior, além disso, com as areas associadas com
memoria como a amigdala e o hipocampo (Marschner et al., 2008; Murray, Mishkin, 1983;
Smith et al., 2004), bem como aquelas envolvidas em atencdo e processos motores (area 8 de
Brodmann, giro frontal médio, cortex cingulado anterior e area motora suplementar) (Corbetta
et al., 2008; Nobre, 2001; Peyron et al., 1999; Starr et al., 2011). J& os pacientes com lesdes
no putdmen exibiram significativamente medidas menores de dor quando comparados com
individuos saudaveis e reducdo da ativacdo de areas cerebrais relacionadas a dor. No entanto,
as avaliacbes de dor e a ativacdo cerebral em areas de processamento doloroso ndo foram
completamente abolidas, sugerindo que a informacdo nociceptiva vinda da medula espinal
ainda pode chegar a areas cerebrais necessarias para a experiéncia de dor ocorrer, porém ha
uma relevante contribuicdo do putdmen e regides associadas aos ganglios da base nas vias
corticais (Starr et al., 2011).

Dentro das areas destacadas com conectividade relacionada ao cortex cingulado
devemos destacar o coliculo superior (CS), o qual embora o estudo da organizacdo e
funcionamento do CS em seu aspecto sensitivo tem sido direcionado mais fortemente para a
compreensdo de como seus neurdnios respondem a sinais visuais, auditivos e estimulos
somatossensorial de baixo limiar, o CS também contém uma abundancia de neur6nios
nociceptivos (McHaffie et al., 1989; Redgrave et al., 1996). Dados sugerem que ha uma
populacéo de células nociceptivas localizadas na lamina 5 do CS, uma fonte de neur6nios que
se projetam para a via eferente descendente que medeia respostas de aproximagéo, permitindo
que o animal oriente sua cabeca em direcdo a uma fonte de estimulo nocivo persistente
(Redgrave et al., 1996; Wang et al., 2000).

Nossos achados corroboram com resultados de imagem de cerebro humano em
sindromes dolorosas e reafirma a importancia das técnicas de imagem em roedores para
melhor compreender as fungdes cerebrais (Bushnell et al., 2013; Maihofner, Handwerker,
2005; Suzuki et al., 2015; Thompson, Bushnell, 2012).
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6 CONCLUSAO

Em sintese, nds observamos que o processo de nocicepcdo em nosso modelo é
caracterizado por uma longa duracdo e diferentes padrdes de resposta sdo observados de
acordo com o teste comportamental utilizado. O tratamento com Anti-NGF foi capaz de
diminuir a nocicepcdo induzida pela lesdo crbnica do nervo isquidtico, sendo que a
intervencéo terapéutica proposta promoveu a diminuicdo de mediadores algicos, evidenciada
por meio da técnica de Western Blot no DRG e medula espinal para NGF e Substancia P. A
administracdo de dose Unica do tratamento Anti-NGF na pata lesada do animal diminuiu o
nivel de ativacdo neuronal de uma area supraespinal envolvida no aspecto afetivo
motivacional da dor, o cortex cingulado anterior. Ainda, a técnica de ressonancia magnética
funcional facilitou a interpretacdo dos nossos dados, bem como a criacdo de um setup no
Brasil vem sendo desenvolvido para futuros projetos com uso de animais e testes terapéuticos.

A dor neuropatica cronica € uma dor caracterizada pelo seu dificil tratamento e efeitos
adversos dos farmacos utilizados até hoje, no entanto, com este trabalho apresentamos uma

estratégia terapéutica que podera futuramente auxiliar os pacientes nesta condi¢ao.
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m UNIVERSITY of MARYLAND
A SCHOOL OF DENTISTRY

Dr. David A. Seminowicz

Assistant Professor

Department of Neural and Pain Sciences
University of Maryland School of Dentistry
650 W. Baltimore Street, 8 South, Room 8263
Baltimore, MD 21201

Periodo de 05/01/2015 a 15/12/2015 — Bolsa Estéagio de Pesquisa no Exterior (BEPE).
N°2014/20983-1

Obijetivo geral

Avaliar as alteracbes cerebrais em modelos de dor utilizando técnicas de ressonancia
magnética em roedores, bem como outros projetos em andamento no laboratorio.

Objetivos especificos

* Analise de conectividade rsfMRI em modelo de dor neuropatica cronica (SNI);

* Analise da atividade relacionada a dor fMRI no modelo de dor por stress;

* Analise de conectividade rsfMRI em diferencas sexuais e influéncia hormonal;

* Analise de imagem de difusdo DTI no modelo de enxaqueca (estudo piloto);

» cirurgia optogenética no ACC, estimulagdo optogenética e fMRI simultaneos para

avaliar a conectividade cerebral.
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December 9, 2015

It is my pleasure to provide the following evaluation for Joyce Teixeira da Silva. Joyce has completed an
internship in my laboratory that started January of 2015. In less than one year, she has made a major
contribution to the lab and has learned a great amount.

Joyce came to the lab with specific learning objectives, but generally to gain knowledge and skill in performing
rodent neuroimaging studies. She has participated in several projects, including on models of neuropathic pain,
visceral pain, migraine, sex hormone-dependent response to acute pain, and optogenetics. The imaging
techniques she learning include DTI, resting state fMRI, and task fMRI. The final report that Joyce prepared
clearly describes the work she has performed here. That report is her own work, aside from some help with
organization and language that | assisted in. The report demonstrates Joyce’s ability to develop research ideas,
present findings, and integrate the findings into a broader context. While most of the projects Joyce worked on
were preliminary or pilot studies, it is clear that she understands the direction future research on those topics
could take and their potential overall significance.

In addition to the projects outlined in the report, Joyce worked on another study on estrogen-dependent
visceral hypersensitivity (paper is in preparation and Joyce is a co-author). It is likely that she will also be part of
several other papers that we are currently working on. She also contributed to a new project collaboration not
mentioned in the report involving novel imaging techniques that we are planning to submit a grant proposal on.

Joyce proved to be a hard and conscientious worker, showing up consistently for her regular lab duties and also
participating in department and school-wide events including our pain and neuroimaging journal clubs. She
presented an article at the pain journal club, which was well received. She has also presented her own previous
and ongoing work at lab meetings on multiple occasions. Finally, she presented her work at two major meetings:
a pain-focused conference in Pittsburgh and the Society for Neuroscience conference in Chicago.

Joyce has gained many skills in neuroimaging study design, data acquisition, animal models, and analysis
techniques. She has reached the level where | would be confident to allow her run a study on her own and make
important decisions about the design and analysis plans. Joyce was also very well-liked in the laboratory and will

be missed by all of us.

Overall, my impression of Joyce’s performance and learning have been very positive. | believe she has the right
attitude, intelligence, and perseverance to lead her to a very successful career.

Sincerely,

David A. Seminowicz, Ph.D.



