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RESUMO

Freitas, MF. Avaliacao do envolvimento de células microgliais e citocinas em modelo de dor
musculoesquelética. [Tese (Doutorado em Ciéncias Morfofuncionais)] Sdo Paulo: Instituto de
Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sdao Paulo, Sdo Paulo; 2017.

Distirbios musculoesqueléticos sao as principais causas de incapacidade nas pessoas durante
seus anos de trabalho. Diversos estudos tém sido realizados com o uso de modelos
experimentais para melhor entendimento da dor muscular com foco no local da lesdo, porém,
estudos aprofundando a avaliagdo da transmissdo medular neste modelo ainda so escassos. E
sabido que as células da glia sdo importantes fontes de mediadores da sensibilizagao
nociceptiva e que contribuem para a iniciagdo e manutencdo deste processo. Com base nisto,
nosso objetivo foi avaliar a participagdo de astrdcitos, e mais profundamente, das células da
microglia na medula espinal (ME) dos animais em dois modelos de inflamagdo muscular
(aguda e cronica) além de um modelo de inflamagdo plantar. Em adigdo, avaliamos a
participagdo de determinadas citocinas com o intuito de obter um perfil inflamatério em
nossos modelos. Nossos resultados demonstraram um quadro de inflamacdo instalada no
tecido muscular de animais com miosite cronica através das analises histologicas realizadas.
Os testes comportamentais tanto para hiperalgesia mecanica como térmica e alodinia
confirmaram a instalagdo do quadro algico uma vez que os animais com miosite apresentaram
uma queda em seus limiares nociceptivos em relacdo aos grupos controle. A atividade
locomotora dos animais também se demonstrou comprometida apds a indugdo de miosite. Em
relagdo a participagdo das células gliais neste modelo, demonstramos que houve um aumento
na expressao de GFAP e OX-42, correspondentes a marcagdo astrdcitos e células da microglia
na por¢ao lombar da medula espinal dos animais com miosite, quando comparados ao grupo
controle. O tratamento com minociclina foi capaz de reverter a sensibilidade nociceptiva nos
animais com miosite, além de reduzir a expressdo de OX-42 e fractalquina (FKN) na ME.
Quanto a participacao dos mediadores sist€émicos sob a condi¢do crdénica, observamos um
aumento nos niveis de IL-1 e FKN no sangue dos animais com miosite cronica, enquanto o
nivel de IL-10 permaneceu baixo em relagdo ao grupo controle. Com relagdo ao modelo
agudo de inflamacdo muscular ou plantar, observamos que perante a delecdo do receptor de
FKN em células microgliais, ocorre uma reversao significativa no limiar nociceptivo para
alodinia mecanica, 24 e 48 horas apds a indugdo da inflamagdo muscular e plantar,
respectivamente. Ainda, a delecdo presente nos animais transgénicos foi capaz de diminuir a
ativacdo de células da microglia na ME no modelo de inflamagao plantar mas ndo no modelo
de miosite aguda. Nossos dados indicam o envolvimento da FKN de diferentes formas nos
modelos propostos. Com nossos achados esperamos colaborar com o aprimoramento de
estratégias terapé€uticas focadas na manipulacdo de células microgliais para tratamento de
dores musculares.

Palavras-chave: Dor muscular. Inflamagdo. Miosite. Hiperalgesia. Alodinia. Células gliais.
Interleucinas. Fractalquina.



ABSTRACT

Freitas, MF. Evaluation of microglia cells and cytokines involvement in a musculoskeletal
pain model. [Ph. D. thesis (Morphofuncional Sciences)] Sdao Paulo: Instituto de Ciéncias
Biomédicas, Universidade de Sao Paulo; 2017.

Musculoskeletal disorders are the leading causes of disability in people during their working
years. Several studies have been carried out with the use of experimental models for better
understanding of muscle pain with a focus on the lesion site, however, further studies
evaluating the spinal cord transmission in this model are still scarce. It is known that glial
cells are a important source of mediators for nociceptive sensitization and contribute to the
initiation and maintenance of this process. Based on this, our aim was to evaluate the
participation of astrocytes, and more deeply, the microglia cells in the spinal cord (SC) of the
animals in two models of muscle inflammation (acute and chronic) in addition to a model of
plantar inflammation. In addition, we evaluated the participation of certain cytokines in order
to obtain an inflammatory profile in our models. Our results demonstrated a framework of
inflammation installed in the muscle tissue of animals with chronic myositis through
histological analysis. Behavioral tests for both mechanical and thermal hyperalgesia and also
allodynia confirmed the onset of nociception since myositis animals showed a decrease in
their nociceptive thresholds in relation to the control groups. The locomotor activity of the
animals was also shown to be compromised after induction of myositis. In relation to the
participation of glial cells in this model, we demonstrated that there was an increase in the
expression of GFAP and OX-42, corresponding to the labeling of astrocytes and microglia
cells in the lumbar portion of the SC of animals with myositis, when compared to the control
group. Minocycline treatment was able to revert the nociceptive sensitivity in animals with
myositis, in addition to reducing the expression of OX-42 and fractalkine (FKN) in the SC.
Regarding the participation of systemic mediators under the chronic condition, we observed
an increase in the levels of IL-1B and FKN in the blood of the animals with chronic myositis,
while the level of IL-10 remained low in relation to the control group. Regarding the acute
model of muscle or plantar inflammation, we observed that, facing the FKN receptor deletion
in microglial cells, a significant reversal occurs in the animals nociceptive threshold for
mechanical allodynia, 24 and 48 hours after induction of muscle and plantar inflammation,
respectively. Furthermore, the deletion found in transgenic animals was able to decrease the
activation of microglia cells in ME in the plantar inflammation model, but not in the acute
myositis model. Our data indicate the involvement of FKN in different ways in the proposed
models. With our findings we hope to collaborate with the improvement of therapeutic
strategies focused on the manipulation of microglial cells for the treatment of muscle pain.

Keywords: Muscle pain. Inflammation. Myositis. Hyperalgesia. Alodinia. Glial cells.
Interleukins. Fractalkine.
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1 INTRODUCAO E REVISAO DA LITERATURA

1.1 DOR: CONSIDERACOES GERAIS

A dor, apesar de estar inserida em uma categoria universal, ndo ¢ sentida ou expressa
por todos da mesma forma. A interpretagdo da dor variou conforme cada sociedade e o
momento historico em que se encontrava. Nos povos antigos a dor era atribuida a uma
punic¢do ao individuo que resultava na invasdo de maus espiritos em seu corpo. Dor e religido
caminhavam juntos em diferentes crencas e o conceito religioso de dor foi fundamentado na
medicina classica de Hipocrates que postulou que “Sedar a dor ¢ obra divina” (Teixeira,
Osaka, 2010). Com o decorrer do tempo e a evolugdo da medicina e da ciéncia, 0s povos
atuais passaram a estudar os mecanismos de dor e utilizar argumentos lo6gicos para justificar
sua condi¢ao.

Atualmente, a dor ¢ definida com uma “experiéncia sensorial e emocional
desagradéavel associada a um dano tecidual potencial ou ainda descrita em termos que sugerem
tais lesdes™ (Loeser, Treede, 2008). Portanto, sabe-se que a dor envolve processos de
sensibilizagdo, mas também engloba processos cognitivos e dependentes da memoria,
aspectos culturais e psiquicos. A interpretacao das dimensdes da dor ¢ tnica e exclusiva de
cada individuo, tornando o préprio fendmeno e o seu tratamento processos de natureza
complexa.

Com o aprofundamento dos estudos focados nos mecanismos de diferentes tipos de
dor, ampliaram-se os conceitos, € porventura, o vocabuldrio especifico envolvendo termos
ligados a estes fendmenos. Por exemplo, o termo “nocicepgao” se refere ao processo neural de
codificacdo e processamento de estimulos nocivos (Dubin, Patapoutian, 2010) e, portanto,
passou a ser utilizado para referir-se ao processo doloroso em animais, 0os quais por natureza
nao sao capazes de verbalizar o que sentem.

Em termos fisiologicos, a informagdo nociceptiva se propaga do local da lesdo até
centros especificos ou difusos do sistema nervoso central (SNC). Os neur6nios responsaveis
pela transmissdo da informag¢do nociceptiva possuem, na periferia, terminagdes ndo
mielinizadas (nociceptores) responsaveis pela detec¢do dos estimulos nocivos. As fibras
nervosas nociceptivas estdo envolvidas na transducdo do estimulo nocivo periférico, na
conducdo do potencial de agdo para a medula espinal e na transmissdao da informacgao

nociceptiva para os neuronios centrais. Mecanismos distintos de transducdo além de uma
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variedade de receptores, canais i6nicos e transmissores sensoriais medeiam estes processos
(Grigg et al., 1986; Woolf, Costigan, 1999).

Durante o processo inflamatorio, a dor pode ocorrer espontaneamente e/ou ainda por
fenomenos de sensibilizagdo, traduzidos pelo aumento da resposta a estimulos nocivos
(hiperalgesia), bem como pela presenca de dor em resposta a estimulos ndo nocivos (alodinia)
(Besson, 1999; Kidd, Urban, 2001). A sensibilizagdo dos nociceptores pela acdo de
mediadores quimicos liberados durante o processo inflamatério, bem como o aumento da
excitabilidade de neuronios do corno dorsal da medula espinal (sensibilizagdo central),
contribuem para estes estagios hipernociceptivos (Millan, 1999; Urban, Gebhart, 1999).

A dor transitoria ¢ usualmente observada quando neurdnios sensoriais sdo ativados por
estimulos nocivos mecanicos, térmicos ou quimicos. As fibras nervosas responsaveis pela
nocicep¢do sao caracterizadas como fibras aferentes primarias de pequeno didmetro,
denominadas fibras C e Ad. As fibras C sdo fibras ndo mielinizadas, também chamadas fibras
do grupo IV, com baixa velocidade de condugao (< 2,5 m/s) e respondem a estimulos nocivos
de origem térmica, mecanica ou quimica. As fibras Ad sdo fibras mielinizadas, também
chamadas fibras do grupo III, com velocidade de conducdo de 2,5-30 m/s e respondem a
estimulos térmicos e mecanicos (Julius, Basbaum, 2001). Estas fibras podem ser classificadas
de acordo com sua resposta a estimulos nociceptivos e nao-nociceptivos (Coggeshall et al.,
1983).

A propagacao da dor ¢ iniciada pela gera¢do de potenciais de a¢do nas fibras aferentes
primarias de pequeno diametro, classificadas como fibras C e Ad, descritas anteriormente. Os
neurdnios aferentes primdrios, uma vez ativados, fazem conexdes, diretas ou indiretas, com
neurdnios intrinsecos na coluna dorsal da medula espinal (CDME) que sdo classificados
como: neurénios de proje¢do - que levam a informagdo nociceptiva para centros
supraespinais; interneurdnios excitatorios - que levam os impulsos sensoriais para o0s
neurdnios de projecdo; ou interneurdnios inibitérios - que regulam o fluxo de informagao
nociceptiva para as areas supraespinais (Kandell, Schwartz, 1991). Os neurdnios de projecao
levam a informacao nociceptiva, por diferentes vias ascendentes, para estruturas do tronco
encefalico e diencéfalo (Millan, 1999). Dentre as principais proje¢des supraespinais da via
nociceptiva estdo os tratos espinomesencefalico, espinoreticular, espino-hipotaldmico e
espinotaldmico, sendo este ultimo o mais proeminente na conducdo do impulso nocivo

(Kandell, Schwartz, 1991) (Figura 1).
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Figura 1 - Modelo de transmissdo nociceptiva. A estimulago das fibras do tipo C, por lesdo muscular
produz dor espontinea e/ou dor provocada por toques leves no local da lesdo (hiperalgesia primaria).
Quando ativados por estimulos mecanicos, térmicos ou quimicos, os nociceptores conduzem impulsos
aferentes na direcdo da medula espinal, através de diferentes fibras (A-ddelta, A-beta ou C). A coluna
posterior (ou corno dorsal) da medula espinal constitui o 1° centro de retransmissao sensorial junto ao
SNC. A partir dai as vias nociceptivas levam a informagdo para niveis superiores (encefalicos) onde
ocorre a percepgdo consciente da dor. Fonte: adaptado do website medicina.com

1.2 DOR MUSCULAR

A dor muscular cronica afeta entre 11 e 24% da populacdo mundial e a maioria das
pessoas provavelmente ja experenciou ou ainda vai experenciar algum tipo de dor muscular
em certo momento da vida (Cimmino et al., 2011). Os individuos mais idosos, sedentarios,
desempregados, menos instruidos e com ansiedade sdo mais propensos a sofrer de dor
muscular cronica (Ahacic, Kareholt 2010; Azevedo et al., 2012). Aqueles que sofrem de dor
muscular cronica muitas vezes relatam diminuicdo da produtividade e uma parcela
significativa teve que mudar de emprego ou deixar de trabalhar inteiramente como resultado
de sua dor (Miranda et al., 2010).

E sabido que a dor musculo esquelética esta envolvida na modulagdo das fibras aferentes
do grupo III e IV apo6s inflamagao muscular (Graven-Nielsen, Mense, 2001). Em uma situacao

de lesdo muscular, ndo apenas as fibras musculares sao atingidas, mas também os seus tecidos
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adjacentes. A fascia ¢ um tecido conjuntivo denso que envolve os musculos, cada feixe de
musculos e fibras. Esse tecido conectivo estd ligado aos musculos e se estende para tenddes e
periosteo. A fascia ¢ composta de células - incluindo fibroblastos, macréfagos e mastocitos —
e matriz extracelular. A matriz extracelular ¢ composta de substancias base, colageno e fibras
de elastina. A inerva¢do muscular estd primeiramente localizada na fascia: consistindo de 25%
de receptores de estiramento de células musculares, e 75% de terminagdes nervosas livres na
fascia intramuscular, e nas paredes de vasos sanguineos e tenddes (Bonica, 1990). A
inflamacao esta atribuida ao trauma que supera a habilidade do tecido de se auto-regenerar,
resultando em uma reacdo de inflamacgao cronica.

A resposta a lesdo no tecido conjuntivo, incluindo a fascia, ligamentos e tenddes,
ocorre em trés fases (Kumar, 1999):

1) Fase inflamatoria: invasdo de células polimorfonucleares e monocitos/macrofagos, e
liberacdo de prostaglandinas e citocinas;

2) Fase proliferativa: fibroblastos ativados para a producdo de colageno e matriz extracelular
que estao organizados de forma desorganizada;

3) Fase de remodelagdo: maturagdo progressiva e alinhamento das fibras de colageno e
remodelamento da matriz extracelular.

Portanto, se porventura uma dessas fases ndo for inteiramente finalizada o tecido
permanecera com danos. Isso pode acarretar no surgimento de um processo de inflamacao
cronica e, por conseqiiéncia, de um quadro doloroso persistente. Isso vem acompanhado da
formacao de fibrose e em casos mais graves, da perda da funcdo do membro atingido.

A estimulacdo quimica das fibras aferentes nociceptivas através da injecdo de
diferentes substancias algicas vem sendo estudada em modelos de dor muscular em animais.
Substancias como a Carragenina (Cg) e o Adjuvante Completo de Freund (CFA) tem sido
amplamente utilizadas para causar inflamacdo em modelos experimentais. A Cg ¢ um
polissacarideo complexo extraido de algas vermelhas e que, uma vez injetado perifericamente
provoca a liberagdo local de mediadores inflamatorios como a bradicinina, prostaglandinas e
espécies reativas do oxigénio. Ela possui um efeito agudo bifasico caracterizado pela
liberacdo de diferentes agentes inflamatérios em cada uma das fases (Necas, Bartosikova,
2013). O CFA ¢ uma solucdo de antigeno emulsionada em o6leo mineral utilizada como
imunopotenciador e ¢ composto por micobactérias inativadas e secas. Rapidamente ap6s a sua
administracdo, o CFA ¢ capaz de induzir um efeito inflamatorio de longa duracdo por seu
potencial em atrair células do sistema imune e provocar uma cascata de eventos ligados a este

processo (Larson et al., 1986).
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Experimentalmente demonstrou-se que tanto a Cg quanto o CFA sdo capazes de
resultar em sensibilizagdo por diminuicdo dos limiares nociceptivos (Ren, Dubner, 1999).
Estudos eletrofisiolégicos demonstraram que o aumento da atividade da fibra aferente
nociceptiva apds inflamagdo cronica muscular esta correlacionada com a dor espontanea,
freqlientemente associada com miosite (Berberich et al., 1988).

O fenomeno de sensibilizagdo de nociceptores tem sido observado na pele, articulacao
do joelho e musculo esquelético apdés uma estimulacdao térmica ou indugdo de inflamacao
(Mense, Meyer, 1988). E sabido que, durante estas circunstancias, varias substincias liberadas
no tecido podem afetar a atividade de receptores e a sensibilidade dos nociceptores, entre elas:
bradicinina, serotonina ¢ PGE, (Perl et al., 1976). Histamina e serotonina aumentam a
excitabilidade mecanica de fibras mielinizadas da pele, enquanto que PGE, aumenta o efeito
da bradicinina no musculo em fibras ndo-mielinizadas.

Estudos anteriores realizados por nosso grupo com eletrofisiologia in vivo demonstraram
que as células da glia participam da despolariza¢do das fibras nociceptivas no modelo de
miosite cronica induzida pela injecdo de CFA (Chacur et al., 2009). Em continuidade a estes
estudos, nossos resultados evidenciam um efeito antinociceptivo dos inibidores das células da
glia e do o fator de necrose tumoral-a (TNFa) no efeito nociceptivo induzido pela injegdo de
Cg no musculo gastrocnémio de ratos, mimetizando um modelo de miosite inflamatéria
(dados ndo publicados). Ainda, em um estudo mais recente realizado por nosso grupo de
pesquisa observamos que inje¢des repetidas de NGF no musculo refletiam no aparecimento de
novos campos receptivos em neurdnios do corno dorsal da medula espinal, bem como na
localizagdo distal de novos campos receptivos profundos podendo, desta maneira, refletir em

mecanismos espinais que estdo subjacentes a propagacao da dor (Hoheisel et al., 2013).

1.3 CELULAS DA GLIA E CITOCINAS INFLAMATORIAS

Como mencionado anteriormente, para que a dor ocorra ¢ necessario que haja a
sensibilizacdo de nociceptores através da participacdo de inumeros mediadores que no
processo da instalagdo do estado nociceptivo sdo liberados por diferentes tipos celulares,
como células do sistema imune e os proprios componentes celulares do sistema nervoso, os
neurdnios € as céulas da glia. Diversos estudos tém mostrado que, na medula espinal, as
células da glia, também chamadas de neuroglia ou glidcitos, estdo envolvidas na dor induzida

por inflamacdo periférica e dor neuropatica (Watkins et al., 2003; Ledeboer et al., 2005). As
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células da glia sintetizam vdrias substincias, muitas das quais sdo também liberadas por
neurdnios que modulam a resposta nociceptiva, dentre as quais podemos citar as
prostaglandinas, o glutamato, o &cido araquidonico, o NO e as citocinas (Hartung et al., 1988;
Marriott et al., 1991; Stella et al., 1994; Agullo et al., 1995).

A importancia das células da glia na medula espinal, em processos nociceptivos foi
evidenciada por Garrison e colaboradores (1991), que mostrou o aumento da densidade destas
células, mais especificamente de astrécitos, apos a inducao de ligaduras no nervo isquiatico
(Garrison et al., 1991). Dados posteriores demonstraram que os astrocitos e as células da
microglia, além de participarem em processos inflamatorios, t€ém papel relevante para a
manuten¢do de processos nociceptivos (Milligan et al., 2003; Watkins et al., 2003; Chacur et
al., 2004). Assim, tém sido evidenciada a participacao das células gliais na hiperalgesia
induzida por processos inflamatorios periféricos. Na medula espinal, a lesdo de nervos
periféricos causa a liberacdo de citocinas pro-inflamatorias pelas células da glia, tais como
interleucina-13 (IL-1B) e TNFa, as quais medeiam os processos nociceptivos decorrentes
desta lesao (Martin et al., 1992; Luber-Narod et al., 1994).

Alguns autores sugerem trés importantes fendmenos que ocorrem no modelo de dor
cronica: aumento da atividade de astrocitos; aumento da permeabilidade da barreira
hematoencefalica e alteracdes da arquitetura de neurdnios (Gordh et al., 2006). Como
mencionado anteriormente, a estimulagdo quimica da fibra aferente nociceptiva através da
injecdo de diferentes substancias algicas vem sendo estudada em modelos de dor muscular em
animais (Graven-Nielsen, Mense, 2001).

Com relagdo aos mediadores envolvidos em patologias musculares, foi demonstrado
que substancias pro-inflamatérias, como o TNFa, tém sido associadas a essas patologias.
Entretanto, o papel destas citocinas na dor musculoesquelética ¢ ainda pouco explorado.
Estudos demonstraram que o aumento de niveis de TNFo no musculo esquelético pode
induzir a ativac¢ao de receptores para TNFa e/ou estimular a produgdo de outras citocinas pro-
inflamatorias (Zhang et al., 2000; Alvarez et al., 2002). Muitas dores musculares, incluindo as
induzidas por exercicios, parecem ter origem no musculo inflamado. Estudos mostram a
liberacdo de citocinas durante a dor muscular induzida pelo exercicio e estas citocinas ou
quimiocinas liberadas parecem possuir um papel importante no tecido muscular. Ainda,
pesquisadores demonstraram um aumento da concentragdo de interleucinas dos tipos 1 e 6
apods inje¢do de carragenina no musculo gastrocnémio, bem como um aumento da resposta

hiperalgésica induzida durante a dor musculoesquelética (Loram et al., 2007).
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Estudos realizados pelo grupo de Mense e colaboradores demonstraram que um
modelo de inflamagdo muscular induz o aumento de substincia P (SP) na medula espinal
algumas horas apos lesdo e que a atividade de background neuronal persiste durante a miosite
cronica  (Hoheisel et al.,, 1998). Além disso, a miosite cronica induzida no musculo
esquelético induz, além de alteragdes dos neurdnios do corno dorsal, alteracdes morfologicas
e funcionais de astrocitos (Tenschert et al., 2004). No entanto, estudos relacionando dor

muscular e células da microglia sdo escassos e se fazem necessarios.

1.4 FRACTALQUINA E DOR

Quimiocinas s3o uma familia de proteinas altamente envolvidas na migracdo de
leucocitos. A proteina CX;CLI1, também conhecida como fractalquina (FKN), ndo ¢ uma
excecao a esta regra. Como determinado por sua estrutura, ela € o inico membro da familia de
quimiocinas CX3C, e foi descrita pela primeira vez por Bazan e colaboradores como sendo
um potente atraente de células T e mondcitos (Bazan et al., 1997).

O padrao de expressao in vivo de FKN ¢ bem menos definido do que o do seu
receptor, CX3CR1 (Kim et al., 2011). Atualmente ¢ sabido que os neuronids sao as células
que mais expressam a FKN em comparacdo com outras células do SNC (Nishiyori et al.,
1998; Hughes et al., 2002; Tarozzo et al., 2003). Em contrapartida , foi demonstrada a
abundancia de seu receptor em células da microglia (Lindia et al., 2005; Clark et al., 2009).

Se examinarmos a FKN no contexto da dor, ela ¢ uma substancia pré-nociceptiva. A
administracao intratecal (i.t.) de FKN soluvel provoca alodinia mecanica e hipersensibilidade
térmica (Milligan et al., 2004; Milligan et al., 2005; Clark et al., 2007; Sun et al., 2013).
Similarmente, a a¢do da inje¢do de FKN na regido da substancia cinzenta periaquedutal
(PAG) do cérebro, uma area de que desempenha um papel fundamental na via descendente de
modulagdo da dor, também ¢é pro-nociceptiva (Chen et al, 2007). A administragdo de um
anticorpo anti-FKN atenua os comportamentos nociceptivos de animais com dor neuropatica
e artrite (Clark et al., 2007, Clark et al., 2012) e os compostos que sdo capazes de reduzir a
expressao de FKN sao analgésicos (Yang et al., 2012).

Estas e outras evidéncias demonstram uma agdo pro-inflamatoria e pro-patogénica de
FKN e, portanto, nos sugere que compostos que bloqueiam tanto a sintese e a liberagao de
FKN como a sua sinalizagdo via CX3;CRI1 podem se mostrar vantajosos no tratamento

diversas doengas inflamatorias;
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1.5 JUSTIFICATIVA E HIPOTESE

Esta proposta esta conectada a uma série de investigacdes realizadas em nosso grupo
de pesquisa ao longo dos ultimos anos, com o objetivo geral de entender os aspectos da
fisiopatologia da dor. No presente trabalho tais processos foram estudados em uma condi¢ao
fisiopatologica de miosite induzida em animais. A investigagdo do processo nociceptivo em
diferentes modelos experimentais (e.g. modelos de dor neuropatica) vém recebendo grande
atencao dos pesquisadores, porém, modelos de dor musculoesqueléticas com foco em dores
musculares t€ém sido pouco estudados.

Dando continuidade aos estudos previamente realizados em nosso laboratorio
relacionados com a participagdo glial em diferentes modelos de dor, sugerimos a analise
destas células com o intuito de avaliar a contribui¢ao glial para o modelo proposto. Como
mencionado anteriormente, as células da glia (astrdcitos e microglia), além de participarem de
processos inflamatorios, t€ém papel relevante para a manutencdo de processos algogénicos,
liberando quantidades elevadas de diferentes mediadores envolvidos na transmissdo da
informacao nociceptiva, incluindo citocinas pro-inflamatorias e quimiocinas. Desta maneira, a
nossa proposta consiste na hipotese de que a ativagdo das células microgliais e a liberacao de
seus sinalizadores podem constituir um fator substancial para o desencadeamento e a
persisténcia de quadros de dor por inflamacdo muscular.

Desta forma, o conjunto de estudos proposto podera fornecer dados para melhor
elucidacdo dos mecanismos envolvidos na dor muscular, que além de altamente freqiiente na
populacdo ¢ de dificil tratamento devido a complexidade de sua cronificagdo. Esta abordagem
também possibilitarda uma melhor base para o aprimoramento de intervencdes terapéuticas

existentes ou desenvolvimento de novas terapias centradas em disturbios musculares.
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2 OBJETIVOS

Investigar a participacao de células gliais (em particular das células da microglia) e
citocinas inflamatdrias envolvidas em modelo de sensibilizagdo muscular e intraplantar em

roedores. Para o desenvolvimento deste projeto o presente trabalho foi dividido em 2 etapas.

2.1 ETAPA 1: MODELO DE MIOSITE CRONICA EM RATOS

Esta etapa envolveu os seguintes aspectos:

v" Indugio de miosite cronica em ratos através da inje¢do i.m. de CFA e avaliagdo da
sensibilidade nociceptiva dos animais;

v' Avaliagdo do comportamento de locomogdo dos animais com miosite cronica através
da andlise pelo indice funcional da atividade locomotora;

v" Analise histoldgica do tecido e fascia muscular de animais com miosite cronica;

v' Analise do envolvimento das células gliais (astrocitos ¢ microglia), e da quimiocina
fractalquina na medula espinal de ratos.

v" Avaliacio do efeito do tratamento intratecal com minociclina em animais com miosite
cronica.

v’ Avaliagdo da participa¢do de citocinas inflamatorias (IL-1B, IL-6, IL-10, TNFa e

FKN) no plasma sanguineo de animais controle € com miosite cronica.

2.2 ETAPA 2: MODELO DE MIOSITE AGUDA E INFLAMACAO PLANTAR

EM CAMUNDONGOS

Esta etapa envolveu os seguintes aspectos:

v Indugdo de miosite aguda através da inje¢do i.m. de carragenina e avaliagdo da
sensibilidade nociceptiva dos animais selvagens e mutantes para CX3CRI1.

v' Anilise do edema muscular apés a indu¢do da inflamagdo muscular em animais
selvagens e mutantes nos diferentes grupos experimentais.

v’ Andlise do envolvimento de células da microglia na medula espinal de camundongos
selvagens e mutantes para o receptor de fractalquina (CX3;CR1 knockout funcionais) em
modelo de miosite aguda em diferentes grupos experimentais.

v Comparagdo do modelo de miosite aguda com modelo de inflamagio plantar, induzidos

por carragenina, utilizando as mesmas analises descritas nos itens acima.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 ANIMAIS

Para o desenvolvimento da etapa 1 desta proposta 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 Biomédicas da Universidade de Sao
Paulo. Posteriormente, os animais foram encaminhados e mantidos com é4gua e ragdo ad
libitum em uma sala apropriada localizada no Biotério do Departamento de Anatomia (ICB
III) da Universidade de Sdo Paulo, com 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 Experimentagio Animal (CEEA) do ICB, protocolo 114/2012 na
folha 55/ livro 02. Para a realizacdo dos experimentos comportamentais para hiperalgesia
mecanica, térmica e alodinia foi utilizada a sala de comportamento do Biotério do
Departamento de Anatomia, a qual possui temperatura controlada (22 °C + 1). Todos os
animais foram manipulados considerando os principios € o guia de uso de animais de

laboratorio envolvendo dor e nocicepgdo (Zimmermann, 1983).

Para o desenvolvimento da etapa 2 desta proposta foram utilizados camundongos
adulto machos e fémeas C57Bl/6 selvagens (WT) e portadores da mutagdo no l6cus CX;3CR1
(heterozigotos *1/*2 e homozigotos *2/*2, background C57/B16), pesando entre 22-27 g (10-
14 semanas de vida). Os experimentos foram realizados na Universidade King’s College
London e os animais foram obtidos do biotério local (Wolfson CARD Animal House, King’s
College London, UK). Todos os procedimentos foram aprovados pelo comité de ética, de
acordo com seus regulamentos - Home Office Approved Project Licence (PPL 70/7629). Os
experimentos realizados seguiram as diretrizes do ASPA (The Animals Scientific Procedures
Act), 1986, Reino Unido. Os animais foram alojados em grupos de até¢ 4 individuos e
mantidos sob um ciclo claro/escuro (12:12 h) em sala com temperatura controlada (21-22 °C)
e expostos a agua e ragdo ad libitum.Os experimentos comportamentais foram realizados em
salas especificas do bioterio mencionado com as mesmas especificagdes estruturais em termos

de temperatura e iluminagao.
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3.1.1 GERACAO E CRUZAMENTO DE CAMUNDONGOS CX3CRI-GFP

Os camundongos CX3CR1-GFP originais foram criados pela manipulagao do locus
CX;3CR1 por substituicao dirigida do gene com cDNA que codifica o EGFP. No locus
mutante o gene egfp substituiu os primeiros 390 pb do segundo exon cx3crl que codifica o N-
terminal. Fragmentos gendmicos flanqueando o gene cx3cr/ foram utilizados para construir
um vetor de direcionamento. Apos a recombinacdo e o isolamento de clones de células que
possuiam a esperada substituicao de cx3crl por egfp, o gene neo-flanqueado no local loxP foi
excisado e os clones de células alvo foram injetados em blastocistos para gerar camundongos
quiméricos. A transmissdo da linha germinal do alelo mutante produziu mutantes
heterozigoticos, CX3CR1"7#"_ Estes animais foram cruzados para produzir camundongos
CX;CR1E™EP que foram subsequentemente, em biotério local, cruzados com camundongos
C57Bl/6 do tipo selvagem para gerar animais experimentais heterozigotos que possuiam tanto
CX3CRI-GFP quanto a proteina funcional CX3CR1 (Jung et al., 2000). As ninhadas foram
desmamadas aos 21 dias e o grupo de animais alojados (até 4 por gaiola) em caixas separadas
por sexo. Tanto animais machos como fémeas foram utilizados para estudos comportamentais

a partir de dez semanas de idade.

3.1.2 GERACAO E CRUZAMENTO DE CAMUNDONGOS CX3CR1 -

Os camundongos originais CX3CR1 knock-out (Taconic, EUA) foram criados pela
insercao de uma fita de neomicina resistentes ao gene selvagem do tipo cx3crl, causando uma
interrupcao da transcricado do gene. Dois recombinantes homologos foram identificados por
Southern blot e microinjectados em blastocistos de C57B1/6. Camundongos quiméricos foram
acasalados com animais C57Bl/6 do tipo selvagem para produzir camundongos heterozigotos,
que foram entdo retrocruzados trés vezes sobre o background C57Bl/6 (Combadiere et al.,
2003). Estes animais transgénicos foram retrocruzados mais dez vezes com C57Bl1/6 (Harlan,
UK) para se obterem pares heterozigotos de reprodugdo. Estes pares reprodutores foram
utilizados para obtengdo de ninhadas para uso experimental, sendo eles: heterozigotos (+/-) ;
nocaute homozigotos (-/-); homozigotos do tipo selvagem (+/+) , numa propor¢ao de
respectivamente 2:1:1. As ninhadas foram desmamadas aos 21 dias e o grupo alojado (até 4
por gaiola) em gaiolas separadas por sexo. Os animais foram utilizados para estudos
comportamentais a partir de dez semanas. Utilizaram-se animais machos e fémeas, sendo os

companheiros de linhagem de tipo selvagem utilizados como controle.
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3.2 INDUCAO DA NOCICEPCAO POR INFLAMACAO PERIFERICA

A indugdo da sensibilizagdo por inflamagcdo muscular (miosite), ou plantar, foi
realizada através da injecao de dois diferentes compostos, como descritos nas seguintes etapas

abaixo e detalhados na tabela a seguir (Tabela 1).

3.2.1 ETAPA |: INDUCAO DE MIOSITE CRONICA

A miosite cronica foi induzida no musculo gastrocnémio do membro posterior direito
de ratos, pela injecao de CFA (Complete Freund’s Adjuvant)(BD™ Difco™, EUA), na dose
de 150 pug/300 pL. Os animais foram anestesiados com anestésico inalatdrio isoflurano
(Isoforine®, Cristalia, Brasil) e posicionados em decubito ventral, possibilitando o acesso ao
musculo mencionado; cada animal recebeu duas injecdes de 150 pL, uma na por¢do medial e
outra na porg¢ao lateral do ventre do musculo gastrocnémio. Animais com o musculo intacto e
animais com injecao do veiculo (150 pL de salina + 150 pL de 6leo mineral) foram utilizados
como controle (Chacur et al., 2009).

A injecdo de CFA no musculo foi realizada um tnico dia, e todos os ensaios
experimentais foram realizados no 6° ¢ no 12° dia, dia este onde a miosite cronica esta
instalada; para os grupo tratado também foram realizados ensaios no 13° ¢ 14° dia. O mesmo

procedimento foi seguido para a injecdo de veiculo nos animais controle.

3.2.2 ETAPA 2: INDUCAO DE MIOSITE AGUDA E INFLAMACAO PLANTAR

A miosite aguda foi induzida no musculo gastrocnémio do membro posterior direito de
camundongos, através da inje¢do de carragenina, um composto extraido de algas marinhas. Os
animais foram contidos em um tubo Falcon de 50 mL que possuia um corte em sua base,
permitindo a entrada do ar para possibilitar a respiracdo do animal. O membro posterior
direito foi levemente esticado para tras possibilitando a inje¢do na por¢ao medial do musculo.
A dose utilizada foi de 3% de A- Carragenina (Cg) (#22049 Sigma-Aldrich/ MERK, EUA)
diluido em veiculo (salina estéril — NaCl 0,9%) e injetada em um volume tnico de 20 puL por
musculo (Walder et al., 2010; Da Silva et al., 2015).

Além do modelo de injecao intramuscular de carragenina utilizado com a finalidade de
de causar uma inflama¢do muscular, utilizamos, para meios de comparagao, um grupo de
animais induzidos com inflamagdo periférica da regido plantar, uma vez que este modelo
encontra-se bem estabelecido na literatura. Para tal, os animais foram contidos da mesma

maneira descrita acima, dessa vez possibilitando o acesso a regido plantar. Injecdes
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intraplantares de carragenina foram realizada na pata direita dos animas, na dose unica de 3%
e no volume de 50 puL por pata (Loram et al., 2007; Scheiber et al., 2008).

A injecao de Cg no musculo ou na pata foi realizada um tnico dia e todos os ensaios
experimentais foram realizados 3, 24 e 48 horas apds a indugdo da inflamagao periférica, uma
vez que o efeito algico da carragenina se d4 entre 3 e 72 horas (Posadas et al., 2004;
Fehrenbacher et al., 2012). O mesmo procedimento foi seguido para a inje¢ao de veiculo nos

animais controle.

Tabela 1 — Induc¢io dos modelos de miosite e inflamacio plantar

Agente Local da
Modelo Animais utilizados  inflamatorio injeciao Dose/Volume
Adjuvante M.
Miosite crénica Rato Completo de Gastrocnémio 150 pg/300 pL
Freund (CFA)
3%/20 uL
Miosite aguda Camundongo Carragenina M.
(Cg) Gastrocnémio 3%/100 pL
Inflamacéao Camundongo Carragenina Regido plantar 3%/50 pL
plantar (Cg) da pata

Cabe mencionar que apods a indu¢do da inflamacdo tanto aguda quanto crdnica, os
animais foram observados diariamente e ndo tiveram alteracdo em seus comportamentos de

ingestdo de comida ou agua.

3.3 GRUPOS EXPERIMENTAIS

3.3.1 ETAPA 1: ESTUDO DO MODELO DE MIOSITE CRONICA

Para a realizacdo desta etapa do trabalho foram utilizados 60 animais (ratos Wistar

machos). Os animais foram alocados conforme divisao dos quatro grupos abaixo:

e Naive — Animais intactos, sem interven¢ao (grupo controle 1)
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Oleo mineral — Animais com inje¢do i.m. de 6leo mineral + salina na proporgio 1:1,
volume final de 300 pL (grupo controle 2);

CFA — Animais que receberam uma inje¢ao Unica via i.m., na dose de 150 pg/300 pl
(grupo experimental);

CFA+Mino — Animais que receberam uma inje¢do unica de CFA via im. e uma

injecdo de minociclina via i.t. (grupo tratado).

3.3.2 ETAPA 2: ESTUDO DO MODELO DE MIOSITE E INFLAMACAO
PLANTAR AGUDA

Utilizamos um total de 72 animais (camundongos machos e fémeas) para a realizacao

dos testes de comportamento e posterior analise dos tecidos. Os animais foram alocados

conforme divisdo dos grupos abaixo:

Grupo Salina i.m. — Animais com inje¢ao muscular de salina estéril (grupo controle 1);
Grupo Cg im. — Animais com inje¢do muscular de 3% de carragenina (grupo
experimental 1);

Grupo Salina i.pl. - Animais com inje¢ao plantar de salina estéril (grupo controle 2);
Grupo Cg. i.pl. — Animais com inje¢@o plantar de carragenina 3% (grupo experimental

2).

Tais grupos apresentam ainda a seguinte subdivisdo, de acordo com seus gendtipos:

WT (do inglés wild-type), representando os animais selvagens (C57Bl/6);

HETs (do inglés heterozygous), representando os animais heterozigotos
(CX5CR17€P);

KO (do inglés knock-out), representando os animais homozigotos e carregando a
delecio (CX3CR17).

Cabe ressaltar que estes animais foram divididos igualmente entre machos (n = 36) e

fémeas (n = 36).
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3.4 DESENHO EXPERIMENTAL

Os animais foram submetidos as inje¢des dos diferentes agentes algicos a fim de
causar uma inflama¢ao aguda ou crénica. No desenvolvimento da etapa 1, crénica, de nosso
modelo, os animais foram previamente adaptados aos testes comportamentais (por um periodo de
dois dias) e suas medidas iniciais foram aferidas (MI). Em seguida, estes mesmos receberam a
injecdo de CFA ou veiculo via intramuscular. No 6° dia ap6s a inje¢ao foi aferida a medida
parcial dos grupos (MP) e posteriormente, no 12° dia, a medida final (MF). Os animais que
receberam tratamento farmacoldgico com minociclina receberam a inje¢do intratecal do fArmaco
no 13° dia apds a indug¢do da miosite cronica e seus limiares nociceptivos foram aferidos, apos o
tratamento, na 1° e 24° hora subseqiientes. Neste momento todos os animais foram eutanasiados
para coleta de tecidos para analise (Figura 2, etapa 1).

Para a realizagdo da etapa dois, aguda, de nosso modelo os animais foram previamente
adaptados aos testes comportamentais (por um periodo de dois dias) e entdo os grupos receberam
injecoes de Cg ou salina, via intramuscular (para indu¢do de miosite) ou via intraplantar (para
inducdo de inflamagdo periférica). A afericdo da sensibilidade nociceptiva e a mensuracao do
edema provocado pela inje¢do dos animais se deu 3, 24 e 48 horas apos as injecdes € 0s grupos
experimentais foram eutanasiados imediatamente apds o testes comportamentais na 24* hora ou
na 48 hora, a fim de comparar as alteragdes moleculares entre os diferentes tempos (Figura 2,

etapa 2).
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Etapa 1 - Miosite créonica
Decapitacao
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Etapa 2 - Miosite aguda e inflamacao plantar
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Figura 2 — Linha do tempo de acordo com as diferentes etapas experimentais. O esquema mostra as
injegdes de CFA ou Cg nas etapas 1 e 2 experimentais, respectivamente .

Além disso, para os experimentos da Etapa 2 de Miosite aguda e inflamagdo
plantar foram realizadas mensuracdes dorso-ventrais do musculo e da pata dos animais
com a utilizagdo de um paquimetro e com o intuito de avaliar se os diferentes genodtipos

apresentariam uma altera¢do no edema plantar ou muscular causado pela inje¢ao de Cg.

3.5 AVALIACAO DA SENSIBILIDADE NOCICEPTIVA

Todos os animais foram submetidos a um ou mais testes comportamentais descritos a
seguir. Para todos os testes os animais foram adaptados nos aparelhos dois dias antes do inicio
dos experimentos. Cabe ressaltar que foram realizados estudos “cego” (bl/inded) nas andlises

comportamentais e posterior analise do tecido.



39

3.5.1 DETERMINACAO DA HIPERALGESIA MECANICA

Para a avaliagdo da hiperalgesia mecéanica dos animais, foi utilizado o teste de Von
Frey eletronico (Anesthesiometer, IITC Inc. Life Science Instruments, EUA), (Figura 3),
segundo o método descrito por Guerrero e colaboradores (2006) (Guerrero et al., 2006),
modificado. Neste teste dois pesquisadores participam: um deles faz a contengao do animal
com as duas maos, cobrindo-o com uma flanela e segundo realiza a conten¢do do membro
inferior e a aplicacdo da ponteira no musculo (Figura 3). Esta foi entdo aplicada e pressionada
contra a regido da pele intacta do musculo gastrocnémio dos animais. O visor eletronico do
aparelho mostra digitalmente o aumento da forga gradual aplicada pela mao do pesquisador.
Neste modelo, o limiar de dor € representado pela forca em gramas necessaria para a retirada
do membro do animal. Os resultados foram avaliados através da comparagdo das médias das
medidas iniciais e finais e através da comparacao das médias obtidas nos diferentes grupos

experimentais.

Figura 3 - Von Frey Eletronico. Aparelho utilizado para acessar a hiperalgesia mecanica dos animais.

3.5.2 DETERMINACAO DA HIPERALGESIA TERMICA

A avaliacao da hiperalgesia térmica dos animais foi realizada com o teste plantar
térmico, descrito por Hargreaves e colaboradores (Hargreaves et al., 1988). Este teste utiliza
como estimulo o calor induzido por energia radiante do aparato do teste plantar (Ugo Basile,
EUA). Os animais foram colocados em caixas de acrilico dispostas sob uma base de vidro. O
aparelho que emite a luz € posicionado abaixo da superficie plantar do animal e entdo se ativa
o aparelho, que inicia a incidéncia de luz e a cronometragem. A sensibilidade ao estimulo

térmico foi definida como a laténcia em segundos da permanéncia da pata do animal por duas
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vezes, com intervalos de cinco minutos. Esse feixe foi ajustado a 75% da intensidade maxima
de aquecimento com cutoff de 20 segundos (para ratos) ou 15 s (para camundongos) e o
resultado foi representado pela média das duas medidas. Cabe mencionar que este
experimento foi realizado tanto com ratos (etapa 1 experimental), quanto com camundongos
(etapa 2). A diferenga dos testes se da apenas no tamanho das caixas em que os animais sao

contidos.

Figura 4 - Teste de Hargreaves. Ilustragdo do teste plantar térmico utilizado para acessar os limiares
de hiperalgesia térmica em ratos.

3.5.3 DETERMINACAO DA ALODINIA MECANICA/TATIL

A avaliagdo do teste da alodinia tatil nos animais foi realizada utilizando os filamentos
de Von Frey (Stoelting Co., EUA) (Figura 5) e o método descrito por Chaplan e colaboradores
(Chaplan et al., 1994). Neste testes os animais sao posicionados em caixas de acrilico sob uma
grade suspensa, para acesso a regido plantar de suas patas. Os filamentos aplicados sdo de
nylon e possuem diferentes didmetros responsaveis por empregar diferentes intensidades de
forca. Tal teste consiste em um conjunto de filamentos que foram aplicados sobre a regido
plantar da pata posterior de cada animal.

Para os testes com ratos (etapa 1 dos experimentos, os filamentos utilizados foram: 0.4
g, 06g 1.4¢ 3.6¢g,85¢g, 15.1 ge28.8¢,eo limiar de retirada da pata foi determinado pelo
aumento ou diminui¢do seqiiencial da forga. Para os testes em camundongos os filamentos
utilizados foram: 0.07 g, 0.16 g, 0.4 g, 0.6 ge 1 g. O teste foi iniciado sempre com o filamento
3.6 g para ratos ¢ 0.4 para camundongos 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 ¢ sempre seguida por um estimulo (filamento) inferior, enquanto que uma

resposta negativa ¢ sempre seguida por um estimulo (filamento) superior. Uma resposta ¢
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considerada positiva quando o animal retira a pata ao estimulo mecanico e negativa quando o
animal ndo possuiu reagdo alguma. O limiar de retirada da pata do animal foi analisado
observando os padroes de respostas, onde estes padrdes foram inseridos no calculo a seguir:
50% g=10[ Xf+ K.y]
Onde: Xf ¢ o valor do ultimo filamento em gramas que ¢ convertido em log de base
10; K ¢ o valor da sequéncia de seis respostas as quais os dados foram retirados da tabela

(Chaplan et al., 1994) e 6: ¢ a média da diferenga (em log) entre os filamentos apresentados.

Figura 5 - Teste de Alodinia — filamentos de Von Frey. llustragdo do teste de sensibilidade tatil
utilizado para acessar os limiares de alodinia em ratos.

3.6 INDICE FUNCIONAL DA ATIVIDADE LOCOMOTORA

Para avaliar a atividade de locomogdo dos animais submetidos a miosite cronica, foi
utilizado o indice funcional da atividade locomotora no qual se avalia o print das pegadas dos
animais Este teste foi primeiramente aplicado para determinar o indice de disfuncao
locomotora causada pela lesdo do nervo isquiatico (De Medinaceli et al., 1982, 1984). As
impressdes das pegadas dos animais foram obtidas pelo método proposto por De Medinaceli e
colaboradores, que utiliza tiras de papel impregnado com azul de bromofenol. O aparato
constitui de uma passarela (44 cm X 8,7 cm) construida em madeira, com as laterais fechadas
e dotada de um compartimento fechado ao final, onde o animal procura se abrigar e encontrar

alguns pellets de ragao apos percorrer seu comprimento( Lowdon et al., 1988).

Os animais foram adaptados a caminhar na passarela previamente as medidas iniciais,
e foram considerados aptos quando atravessavam a passarela, da abertura inicial até o
compartimento fechado, sem hesitar. Depois de adaptados, foram realizadas as medidas
iniciais, onde os animais tiveram suas patas traseiras umedecidas com agua para reagdo com

as folhas tingidas com azul de bromofenol. Desta maneira foram obtidas as impressdes das
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pegadas e, através do uso de um paquimetro eletronico (Mitutoyo Sul Americana LTDA,
Brasil), os seguintes parametros foram mensurados: (1) comprimento da pegada (PL, do
inglés, print length); (2) espalhamento total dos digitos, do 1° ao 5° (TS, do inglés, total spread
of toes); e (3) espalhamento dos digitos intermediarios, do 2° ao 4° (IT, do inglés, intermediate

toes) (Figura 6).

Os dados obtidos foram analisados por meio da equagdo desenvolvida por De
Medinaceli e colaboradores e adaptada por Hare e colaboradores (Hare et al., 1992) como se
segue: IFC= -38,3 x [(EPL-NPL)/NPL] + 109,5 x [(ETS-NTS)/NTS] + 13,3 x [(EIT-
NIT)/NIT] - 8,8. Onde: N= Normal; E= Experimental; PL= Comprimento da pata; TS=
Espalhamento total dos digitos; IT= Espalhamento dos digitos intermediarios (Figura 5). Os
resultados obtidos com esta equacdo sdo expressos num percentual negativo da funcado
normal, em que 0 (zero) (desvio padrao de -11 a 11) corresponde a funcao normal, ou
auséncia de deficiéncia, e -100 (menos cem) corresponde a disfungdo total. Este teste foi
aplicado antes de qualquer procedimento de indu¢do de dor para obtengdo da medida inicial

(MI) e apds 12 dias da cronificagao da inflamagdo por injecao de CFA.

IT

\E

PL

Figura 6 - Teste do Indice Funcional da Atividade Locomotora. Representagio do print das patas dos
animais utilizados para mensuragdo das distancias entre os digitos.

3.7 TRATAMENTO FARMACOLOGICO: ADMINISTRACAO INTRATECAL
DA MINOCICLINA

Com o intuito de avaliar especificamente a participacao das células da microglia, foi
utilizado um bloqueador especifico para estas células, a minociclina (SigmaAldrich, 100ug,
volume de inje¢do de 50 pL) administrada no 13° dia apds a cronificacdo da miosite. Os testes
comportamentais foram realizados uma (1 h -13° dia) e vinte e quatro horas (24 h -14° dia)

apo6s o tratamento com o farmaco (Ledeboer et al., 2005).
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Para estas a realizagcdo destas inje¢des, os animais foram anestesiados com inalagao de
Isoflurano (Isoforine ®Cristalia Ltda). Erguendo-se o osso iliaco (espinhas iliacas ventrais),
uma agulha de numero 27,5G (0,38 x 13) foi inserida diretamente no espaco subaracnéideo
entre as vértebras lombares L5 e L6 do animal. Imediatamente apos a inser¢do, o flick
(movimentagdo da cauda) caracteristico da cauda foi observado, indicando a entrada da agulha
no espago subaracndideo da medula Este método foi adaptado de acordo com o proposto por
Milligan e colaboradores (Milligan et al., 2004) e Chacur e colaboradores (Chacur et al.,
2004).

3.8 ANALISE ESTATISTICA DOS TESTES COMPORTAMENTAIS

Os dados foram representados como média + e.p.m. A andlise estatistica foi gerada
utilizando o programa GraphPad Prism versao 7 (utilizando-se GraphPad Software Inc., CA,
EUA). A comparagdo estatistica entre os grupos e tempos foi realizada usando a andlise de
variancia de duas vias (Two-way ANOVA), seguidas pelo pds-teste de Bonferroni. O indice

de significancia foi considerado de p < 0,05.

3.9 ENSAIOS DE WESTERN BLOTTING

Para estes ensaios foram utilizados os mesmos animais submetidos aos testes
comportamentais. Os animais foram eutanasiados por decapitagdo, sem anestesia prévia, com
a utilizagdo de uma guilhotina (Scienlabor, Brasil) e foi realizada uma laminectomia para
exposicdo da medula espinal. O conteudo protéico do material isolado, intumescéncia
lombossacral (L4-L6) da medula espinal foi dosado pelo método de Bradford (Amresco,
EUA)(Bradford, 1976). Apos a quantificagdo de proteina total, os materiais foram diluidos em
um mesmo volume de tampao Laemmli, contendo 54 mg/ml de DTT (Laemmli, 1970), as
amostras foram posteriormente fervidas em banho-maria por 5 min e o material foi aplicado
em gel de poliacrilamida a 12% e submetido a eletroforese com corrente continua de 120 V e
corrente constante de 2500 mA.

ApOs a separagdo eletroforética, as proteinas foram transferidas para uma membrana
de nitrocelulose (Millipore, 0,2 um de didmetro) de acordo com a técnica descrita por Towbin
e colaboradores(Towbin et al.,1979). Os antigenos presentes na membrana de nitrocelulose
foram submetidos a caracterizagdo imunoenzimatica. Apds bloqueio com leite desnatado

(Molico, Nestlé, Brasil) 5% em tampao Tris-Salina (Tris 10 mM e NaCl 0,15 M, pH 7,5), por
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2 horas, as membranas foram incubadas com anticorpos monoclonais especificos para
detecg¢do de astrocitos (GFAP), microglia (Anti-CD11b/c [OX-42]) - e fractalquina (Anti-
CX3CL-1) em solugédo bloqueadora (1% de BSA) por 16 horas a 4 °C (Tabela 2). Em seguida,
as membranas foram lavadas com Tris-Salina e incubadas por 2 horas com o anticorpo
secundario marcado com peroxidase de raiz forte (goat anti mouse HRP para GFAP e 0X-42
e goat anti rabbit HRP para FKN — [Chemicon, EUA]) diluidos a (1:5000 Amershan
Biosciences, NJ/JEUA). O excesso de conjugado foi removido com mais de um ciclo de
lavagens. As membranas foram reveladas em aparelho UVITEC utilizando o Kit ECL de
quimioluminescéncia (Amershan Biosciences, NJ/EUA) e foram analisadas quanto a
densidade das bandas marcadas, utilizando o programa I/mage J (NIH, MD/EUA). A anélise
dos dados foi feita pela média das diferencas percentuais entre os diferentes grupos
experimentais. A correcao foi realizada pela densidade optica para a -actina (1:10000 Sigma,
St. Louis, MO/EUA), considerando as amostras dos animais controle como o padrdo para a

normalizacdo dos resultados.

Tabela 2 - Lista dos anticorpos primarios utilizados para analise de expressao
protéica por Western Blotting

Proteinas Analisadas Origem Peso Molecular Concentracao

Previsto - 42kDa

CX3CL1 ABCAM (ab25088) Observado -90kDa 1:1000
GFAP Sigma Aldrich (G3893) 50 kDa 1:1000
0X-42 BD Science (554859) 160, 103 e 95 kDa* 1:1000

*Bandas encontradas e quantificadas para esse anticorpo: 95 kDa

3.10 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 versao 7 (utilizando-se GraphPad Software Inc., CA,

EUA) e a comparacao estatistica entre os grupos foi realizada usando a andlise de variancia de
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uma via (One-way ANOVA), seguidas pelo pds-teste de Bonferroni. O indice de significancia

foi considerado de p < 0,05.

3.11 IMUNO-HISTOQUIMICA DE FLUORESCENCIA

A fim de avaliar a ativagdo das células microgliais nos camundongos submetidos a
indugdo de inflamacao, ensaios de imuno-histoquimica de fluorescéncia foram realizados para
detectar a expressdo de p38 MAPK quando fosforilada. Além disso, foi realizada uma dupla
marcacao para células da microglia nos animais selvagens, por nao possuirem a proteina verde
fluorescente inserida em seus genotipos.

Ap0s a realizacdo dos ensaios comportamentais, os camundongos foram anestesiados
com quetamina (87.5 mg / kg, i.p.) e xilazina (12,5 mg / kg, i.p.). Posteriormente, os animais
foram submetidos a perfusdo transcardiaca com soluc¢do salina seguido de solugdo fixadora de
paraformaldeido (PFA) a 4% em tampao fosfato, 1 M (PB) com pH 7,4 e contendo acido
picrico a 1,5% .

As porgdes lombares da medula espinal dos animais (L3-L6) foram removidas e
fixadas por imersao em solucdo fixadora de PFA 4% contendo acido picrico a 1,5% durante
24 horas a 4 °C. Posteriormente, os tecidos foram crioprotegidos numa solugdo de sacarose
a20% em PB a4 °C durante pelo menos 48 horas. Em seguida as medulas foram embebidas
em meio gelatinoso para emblocamento(OCT, BDH, Leicestershire, Reino Unido),
congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas a -80 °C. Por fim, sec¢des transversais
foram realizadas (20 um de espessura) usando um criostato ¢ de congelamento e foram
montadas em laminas de microscopia Superfrost Plus (BDH). No passo seguinte, as laminas
contendo os cortes transversais da medula espinal foram bloqueadas com albumina de soro
bovino (BSA) a 1% (BSA, Sigma-Aldrich) e azida de sédio a 0,2% (Sigma-Aldrich) em
Triton X-100 a 0,1%. A fim de co-localizar as marcagdes para as células da microglia e a
proteina nuclear fosforilada p38, as laminas foram incubadas com o anticorpo primario
especifico para fosfo-p38 (MAPK) (Cell Signaling) overnight e, em seguida com o anticorpo
biotinilado secundario apropriado ( Dk-o-Rb, Jackson Laboratories) por 90 minutos. Os
passos seguintes se deram com dois estagios de amplificacdo do sinal: o primeiro com o
complexo Avidina-Biotina por 30 minutos (Vector Laboratories Inc.) e o segundo com
biotinil-tiramida (PerkinElmer) , por 10 minutos; finalmente as marcagdes puderam ser
visualizadas com a adicdo de ExtrAvidina-TRICT, incubada por 2 horas. Para os tecidos dos

animais selvagens (que nao continham a fluoréscencia enddégena) foi dada continuidade no
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procedimento e os cortes foram entdo incubados por 16 horas com o segundo anticorpo
primario, Iba-1, a fim de detectar as células da microglia (Iba-1, Wako), seguido da incubacao
com anticorpo secundario especifico (Gt-a-Rb, Thermo Scientific). Todas as ldminas foram
cobertas com o meio de montagem Vectashield contendo marcador nuclear 4', 6-diamidino-2-
fenilindole 2HCI (DAPI Vector Laboratories, Reino Unido) ¢ a coloragdao fluorescente foi
visualizada utilizando o microscopio confocal Zeiss LSM710 (Zeiss, Cambridge, Reino
Unido). As concentracdes dos anticorpos e compostos amplificadores da reacdo estdo

descritos na tabela abaixo (Tabela 3).

Tabela 3 - Lista dos anticorpos e amplificadores de sinal utilizados para analise da
ativacdo microglial por Imuno-histoquimica

Anticorpos Origem Concentracao

Donkey anti-rabbit biotin Jackson Lab. 1:400
(711-066-152)

Extra-Avidin TRICT Sigma(E3011) 1:500
Gt--Rb Alexa Fluor 488 Thermo Scientific 1:1000
(A11008)
IBA-1 Wako (019-19741) 1:1000
Phospho-p38(MAPK) Cell Signalling 1:100
(9211)
Amplificadores Origem Diluicio
Avidin-Biotin Complex Vector Laboratories 1:1 (Sol. A:B)
(PK6100) em 1:5 PBS
Biotinyl tyramide Perkin Elmer 1:75 em
(SAT700) diluente de amplificacio

3.12 QUANTIFICACAO DAS CELULAS DA MICROGLIA

A coloragdo fluorescente dos cortes foi visualizada utilizando o microscopio confocal
Zeiss LSM710 (Zeiss, Cambridge, Reino Unido) com o qual as imagens foram capturadas e,
posteriormente, quantificadas. Para tal, determinou-se o nimero de células positivas para cada

marcador imuno-histoquimico (Pp38 e Iba-1). Quatro cortes do tecido foram selecionados por
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lamina de animal para cada segmento lombar analisado (L3, L4 e L5). Os trés diferentes
segmentos lombares foram identificados de acordo com a morfologia medular, baseda na
caracterizacdo do Allen Atlas e demonstrados na figura abaixo (Allen Spinal Cord Atlas,

2009) (Figura 7).

Figura 7 — Segmentos lombares da medula espinal de camundongos. A coluna da esquerda representa
as imagens das por¢des medulares L3, L4 e L5 (de cima para baixo, respectivamente), como descritos
no Atlas. A direita, a coluna representa as imagens capturadas em microscopio de fluorescéncia
demonstrando os correspondentes segmentos (aumento de 10 x).

Para a quantificacdo, trés quadrados (150 pm?®) foram espacados igualmente e
posicionados nas laminas 1 e 2 da medula espinal, de acordo com a classificagdo de Rexed
(Rexed, 1952) (Figura 8). O niimero de células positivo para os dois marcadores (Pp38 e Iba-
1) foram contados e considerou-se o nimero de células ativas aquelas que apresentavam uma

co-localizacdo especifica entre eles (Nieto et al, 2016). Para a quantificacdo das imagens o
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programa utilizado foi Axiovision LE 4.8 software (Zeiss), e todas as andlises foram

realizadas em teste cego.

Figura 8 — Representacdo esquemdatica das laminas de Rexed na medula espinal. As laminas de
Rexed representam uma divisdo citoarquitetonica na substincia cinzenta da medula espinal. As
laminas sdo divididas de I-X dentro do “H” medular.

Para andlise estatistica, os valores médio para cada grupo experimental foram
calculados. Os dados foram representados como média = e.p.m. A analise estatistica foi
gerada utilizando o programa GraphPad Prism versao 7 (utilizando-se GraphPad Software
Inc., CA, EUA) e a comparagdo estatistica entre os grupos foi realizada usando a analise de
variancia de uma via (One-way ANOVA), seguidas pelo pos-teste de Tukey. O indice de

significancia foi considerado de p < 0,05.

3.13 TECNICA HISTOLOGICA — HEMATOXILINA-EOSINA (HE)

Com o intuito de determinar possiveis alteracdes no musculo gastrocnémio e fascia
dos animais, foram realizadas anélises histologicas comparando com os animais injetados com
CFA com os animais injetados com veiculo e animais naive (controle); Cabe mencionar que
foram utilizado os mesmos animais usados nos ensaios comportamentais.

Para tanto, os tecidos foram retirados a fresco e dissecados no sentido caudo-rostral,
realizando a retirada de seus ventres lateral e medial. Os musculos foram imadiatamente
imersos em solugdo de formol a 10% por no minimo 48 horas. Apos a fixacdo em formol, os
fragmentos foram desidratados, clarificados, incluidos em parafina e cortados na espessura de
5 um com micrétomo Spencer (American Optical) . Os cortes foram entdo, corados com a

técnica de hematoxilina-eosina: lavagem em agua deionizada (2 minutos), coloragdo de
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hematoxilina (3 minutos), lavagem com 4gua corrente (5 minutos), coloragdo com eosina (1
minuto e 30 segundos), desidratagdo com Alcool Absoluto I (2 minutos), desidratagdo com
Alcool Absoluto II (2 minutos),fixagio com Xilol I (2 minutos), fixagio com Xilol 2 (2
minutos) e fixagdo com Xilol 3 (2 minutos). A técnica em hematoxilina-eosina (HE) ¢
classica no diagnostico histologico e de grande avaliagdo dos padrdes de reacgdes teciduais.
Esta técnica possui dois corantes: hematoxilina, que cora todos os nucleos de todas as células,

e eosina, que cora o citoplasma de todas as células(Sokal, Rohlf, 1981).

3.14 ENSAIOS PARA DOSAGEM DE CITOCINAS

Ap0s os ensaios comportamentais, os animais foram eutanasiados para a retirada dos
tecidos e foi colhido o sangue de cada animal, de todos os grupos descritos anteriormente e
analisados para cada citocina especifica. O sangue armazenado apos a decapitagdo foi colhido
em um funil de vidro e armazenado em eppendorfs. Estes foram centrifugado por 20 minutos
a 3000 rpm ¢ os sobrenadantes foram retirados e armazenados a -20 °C. Para a dosagem de
citocinas IL-1, IL-6 e IL-10, TNF-a e FKN foram utilizados reagentes especificos contidos no
kit Milliplex® TM Map (Millipore Corporation, Darmstadt- Germany), conforme protocolo
especificado pelo fabricante. Foram adicionados 200 pL de solugdo tampao por pogo (placa de
96 pocos) e a placa foi fechada e homogeneizada por dez minutos a temperatura ambiente. Foi
retirado o sobrenadante e adicionado 25 pL da solucdao padrao/pogo, previamente preparada,
e, em seguida, adicionados os controles, as amostras e as beads. A incubagdo teve um total de
tempo de 1 hora a temperatura ambiente (TA) e em seguida foi realizada a incubagdo
overnight a temperatura de 4 °C, sob agita¢ao constante.

Apos a incubagdo overnight a placa foi deixada por mais uma hora sob agitacdo
constante a TA. Em seguida, o conteudo foi despejado e a placa lavada com tampao Wash
buffer, 200 pL. em cada poco, por 3 vezes. Apds a lavagem foram adicionados 25 puL dos
anticorpos de deteccdo na placa que foi mantida sob agitagdo constante em TA.
Posteriormente foram adicionados 25 pL. do complexo estreptavidina-ficoeritrina por pogo € a
placa permanecera em agitagdo por 30 minutos em TA. Apds o tempo determinado de
incubac¢do a placa foi lavada novamente por 3 vezes com solugdo tampao Wash buffer. Apos
as lavagens foi adicionada uma solu¢do de parada (Sheat Fluid), 125 pL por pogo. Por fim,
leva-se a placa para a leitura no aparelho Bioplex-200 System (Bio-Rad). A concentragao
minima detectada (CMD) ¢ calculada pelo aparelho em pg/mL e a dada curva padrao ¢

comparadas com cada amostra para as diferentes citocinas.
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Para a andlise estatistica dos dados de quantificagdo relacionados ao método de
dosagem de citocinas foram realizadas andlises pelo teste t (para comparagdo entre dois
grupos) ou andlises de variancia de uma via (One-Way ANOVA), seguido pelo teste de

Tukey, para comparacao entre trés ou mais grupos, assumindo p<0,05.

3.15 GENOTIPAGEM

Cabe ressaltar que esta série de experimentos foi realizada pelos membros do
laboratorio “Plasticity of the first pain synapse”, no Departamento Wolfson CARD,
Universidade King’s College London, Reino Unido.

3.15.1 CX3CRI-GFP

A genotipagem dos camundongos utilizados na Etapa 2 deste projeto foi realizada pelo
método de reagao em cadeia da polimerase (PCR). Realizou-se uma tnica reacao de PCR para
cada amostra de DNA. Para a amplificagdo, foram utilizados 2 mM de MgCl2 (Promega,
UK), 20% (equivolume) de tampao de reagdo 5 x (Promega, RU), 300 pL de dANTP
(Promega, RU), 50 unidades / ml de DNA Taq polimerase (Promega, UK), 2 ul de DNA
(diluido a 1:10) e 1 uM de oligonucleotidios como primer (Sigma, RU), em um volume final
de 25 pl. Foram utilizados primers sense de wild-types e GFP e primers antisense cujas
sequéncias eram 5'CAACAGGGTTCCAAGCAAG 3', 5'\GGACAGGAAGATGGTTCCAA 3'
e STGGTGCAGATGAACTTCAGG 3!, respectivamente. A reagdo de PCR foi realizada em
um termociclador TC412 Flexigene (Techne, UK) com o seguinte regime de temperaturas:
desnaturagio inicial de 94 °C durante 5 minutos, 35 ciclos com desnaturagdo a 94 °C por 30
segundos, anelamento a 60 °C durante 30 segundos, polimerizagdo a 72 °C por 30 segundos e
extensao final a 72 °C durante 5 minutos. Os tamanhos esperados dos produtos finais foram

438 pb para o gene selvagem cx3crl e 569 pb para o gene cx3crl-gfp.

3.15.2 CX;CRI1 ™"

Foram realizadas reacoes individuais para amostras de DNA de animais WT e KO.
Para a amplificacdo, uma reagdo master mix foi feita para cada alelo (WT e KO), consistindo
de 1.5 mM de MgCI2 (Promega, UK), 20% (equivolume) de tampao de reagdo 5 x (Promega,
UK), 0.2 mM de dNTP (Promega, UK), 50 unidades / mL de DNA Taq Polimerase (Promega
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UK), 1.5 uL de DNA e 0.1 uM de WT e KO primers, em um volume final de 19.5 pL. Os
primers sense e antisense WT e KO possuiam as  sequencias 5’
TGGGGTGACGCCACTAAGA 3°, 5° GGCCTGTTATTTGGGCGACAT 3 e 5
GACCGCTTCCTCGTGCTTTA 3’ respectivamente. A reagao de PCR foi realizada em um
termociclador TC412 Flexigene (Techne, UK) sob o regime de temperaturas: desnaturacao
inicial de 96 °C durante 3 minutos, 25 ciclos com desnaturagdo a 94 °C durante 30 segundos,
anelamento a 60 °C durante 30 segundos, polimerizagdo a 72 °C por 30 segundos e extensdao
final a 72 °C durante 10 minutos. Os tamanhos esperados dos produtos finais foram 440 pb

para o gene selvagem cx3crl e 600 pb para o gene cx3cri-gfp.

3.15.3 ELETROFORESE EM GEL E VISUALIZACAO DAS BANDAS

Para visualizar os produtos do PCR foi realizada uma eletroforese em gel de agarose
2% contendo 100 pg / ml de brometo de etidio (Sigma, UK), a 100 V , durante 25 minutos,
utilizando um Pac Pac 200 (BioRad, UK). Um ladder de DNA de 1 kb (Promega, UK)
também foi utilizado em cada gel para permitir que os tamanhos dos produtos fossem
facilmente determinados. Os géis foram visualizados utilizando um sistema GeneGenius
(Syngene, UK) e as imagens obtidas utilizando o programa GeneSnap (Syngene, UK). Todas
as amostras de animais experimentais e reprodutores foram submetidas a analises repetidas

para reduzir a probabilidade de resultados falsos positivos e falsos negativos.
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4 RESULTADOS
4.1 ETAPA 1 — MIOSITE CRONICA

4.1.1 CARACTERIZACAO DA HIPERALGESIA MECANICA INDUZIDA PELA
INJECAO INTRAMUSCULAR DE CFA E TRATAMENTO INTRATECAL
COM MINOCICLINA

Os animais foram submetidos a injec¢do, via intramuscular, de CFA a fim de induzir
um quadro algico caracterizado pela dor muscular cronica. Para a avaliagdo da hiperalgesia
mecanica dos animais foi utilizado o teste do Von Frey Eletronico, o qual acessa o limiar dos
animais expresso em gramas, como descrito anteriormente (Item 3.5.1). Analisamos entao o
efeito do CFA intramuscular nos animais at¢ o décimo quarto dia, apds tratamento com
minociclina (no 13° dia). Podemos observar que a administragio de CFA foi capaz de
diminuir o limiar nociceptivo dos animais a partir do 6° dia até a administragdo do farmaco,
tanto comparando-se as medidas iniciais dos proprios grupos, quanto quando comparados aos
grupos controle (naive e 6leo mineral). Ainda, demonstramos o efeito do tratamento com o
inibidor de células microgliais, a minociclina, na resposta nociceptiva mecanica dos animais
(Figura 9). Observou-se um aumento significativo no limiar nociceptivo do grupo de animais
tratados no 13° dia ap6s a injecao de CFA, e, como demonstrado, esse efeito durou menos de
24 h a partir da aplicagdo do farmaco. Nao foram observadas diferencas estatisticas

significativas entre os grupos controle (naive) e veiculo (6leo mineral) (Figura 9).
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Figura 9 — Avalia¢do da hiperalgesia mecdnica de animais com miosite cronica. O limiar de dor,
avaliado pelo teste de Von Frey eletronico (expresso em gramas) foi determinado antes (tempo zero-
MI), no 6° no 12° 13° e 14° dia ap6s a injecdo de CFA (150 ug/300 pl). Os resultados representam a
média £ epm de 6-10 animais por grupo. *p<0,01 por comparagdo com a MI do mesmo
grupo/**p<0,05 em comparacdo com o grupo CFA/***p<0,05 em comparacdo com o grupo Naive.

4.1.2 CARACTERIZACAO DA HIPERALGESIA TERMICA INDUZIDA PELA
INJECAO INTRAMUSCULAR DE CFA E TRATAMENTO INTRATECAL
COM MINOCICLINA

A fim de avaliar a sensibilidade nociceptiva decorrente de um estimulo térmico, foi
utilizado o teste de Hargreaves, o qual expressa o limiar dos animais em segundos, como
descrito anteriormente (Item 3.5.2). Nossos resultados demonstram que a administracao de
CFA no musculo gastrocnémio foi capaz de diminuir em o limiar nociceptivo térmico dos
animais com miosite cronica quando comparado ao grupo controles (naive e 6leo mineral), a
partir do 12° dia apds a administracio de CFA (Figura 10). Com relagdo ao tratamento dos
animais com a minociclina, observou-se um aumento significativo no limiar nociceptivo
térmico do grupo de animais tratados no 13° dia apdés a indug¢do de miosite, quando
comparados ao grupo CFA. Nao foram observadas diferencas estatisticas significativas entre

os grupos controle (naive) e veiculo (6leo mineral) (Figura 10).
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Figura 10 - Avaliagdo da hiperalgesia térmica de animais com miosite cronica O limiar de dor,
avaliado pelo teste de Hargreaves (expresso em segundos) foi determinado antes (tempo zero- MI), no
6°, no 12°, 13° ¢ 14° dia apos a inje¢do de CFA (150 ug/300 pl). Os resultados representam a média +
epm de 6-10 animais por grupo. *p<0,05 por compara¢do com a MI do mesmo grupo/**p<0,05 em
comparagdo com o grupo Naive/***p<(,05 em comparagdo com o grupo CFA.

4.1.3 CARACTERIZACAO DA ALODINIA TATIL INDUZIDA PELA INJECAO
INTRAMUSCULAR DE CFA E TRATAMENTO INTRATECAL COM
MINOCICLINA

A fim de avaliar a sensibilidade nociceptiva decorrente de um estimulo tatil (ndo
nocivo), foi utilizado o teste de filamentos de Von Frey, o qual expressa o limiar dos animais
em gramas, como descrito anteriormente (Item 3.5.3). Nossos resultados demonstram que a
administracao de CFA musculo gastrocnémio foi capaz de diminuir o limiar nociceptivo no 6°
e 12° dias nos animais com miosite, quando comparado ao grupos controles (naive e dleo
mineral) (Figura 11). Apds o tratamento dos animais com a minociclina, observou-se um
aumento significativo no limiar nociceptivo para alodinia tatil do grupo de animais tratados no
13° dia apos a indugao de miosite, quando comparados ao grupo CFA. Nao foram observadas
diferengas estatisticas significativas entre os grupos controle (naive) e veiculo (6leo mineral)

(Figura 11).



55

Alodinia tatil
20-
= -+ NAIVE
Z & -o- CFA
> 15- .
= - CFA+Mino
o -+ Oleo Mineral
.5 10-
O
= *&
[ *
S8 5-
£
- % :* :* *
0 L] L] L] L] #*
N\
é 6\00 6\’00 8\’00 8\@6

Dias apds a injecao (CFA)

Figura 11 - Avalia¢do da alodinia tatil de animais com miosite cronica. O limiar de dor, avaliado pelo
teste do filamentos de Von Frey (expresso em gramas) foi determinado antes (tempo zero- MI), no 6°,
no 12°, 13° e 14° dia ap6s a inje¢do de CFA (150 ug/300 ul). Os resultados representam a média &+ epm
de 6-10 animais por grupo.*p<0,01 por comparagdo com a MI do mesmo grupo. &p<0,01 por
comparacao com o grupo CFA. **p<0,01 em comparacdo com o grupo Naive.

4.1.4 AVALIACAO DA ATIVIDADE LOCOMOTORA EM RESPOSTA A
INDUCAO DE MIOSITE CRONICA

A fim de avaliar se os animais com miosite cronica tiveram sua locomocao afetada,
estes foram submetidos ao teste do indice funcional da atividade locomotora e comparados
com o grupo controle (Naive). As medidas iniciais foram acessadas antes de qualquer
procedimento e no 12° dia ap6s a inje¢ao de CFA (12° d) todos os animais foram re-avaliados
para verificacdo de possiveis alteragdes de locomog¢do, uma vez que o musculo gastrocnémio
faz parte do grupo muscular que possibilita a atividade locomotora. Do 6° dia apos a injecao
em diante, através de observacdes diarias, notamos que os animais do grupo CFA
descarregavam parcialmente o peso corporal sobre a pata direita (injetada) refletindo em uma
retracdo do membro posterior. Estas alteragdes foram representadas por uma diminuicao dos
valores no teste do indice funcional ao compararmos com as medidas iniciais do proprio
grupo CFA e com o grupo controle, os quais ndo apresentaram alteragdes nos em seus valores

(Figura 12).



56

Disfungdo locomotora

25.0+ -4 NAIVE

12.54 ~ CFA
0.0

-12.5+
-25.04
-37.5+1
-50.0+
-62.51
-75.01
-87.54
-100.0+ *

Mi 12°d

Indice funcional da ativ. locomotora

e

Tempo apods a indugao de miosite (dias)

Figura 12 — Indice funcional da atividade locomotora de animais com miosite crénica.O resultado
obtido expressa a disfuncdo motora induzida pela administracdo i.m. de CFA. Este expressa um
percentual negativo da fun¢do normal, em que O (zero) corresponde a fun¢do normal, ou auséncia de
deficiéncia, e -100 (menos cem) corresponde a disfuncdo total. Os resultados representam a média +
e.p.m. de 6-10 animais por grupo. *p<0,05 por compara¢do com a MI do mesmo grupo/ ***P<0,001
em comparagdo com o grupo Naive.

4.1.5 MORFOFISIOLOGIA DO TECIDO DE ANIMAIS SUBMETIDOS A
INDUCAO DE MIOSITE CRONICA

A miosite foi induzida através da injecdo intramuscular de 300 ug de CFA no musculo
gastrocnémio dos animais, conforme descrito anteriormente. Doze dias apds a injecao
avaliacdes histologicas do musculo gastrocnémio e da fascia, conectada a este musculo
demostraram a ocorréncia de infiltragdo de células inflamatdrias, provavelmente macrofagos e
células linfoides. Pode ser observada uma menor quantidade de infiltragdo de células
inflamatérias na fascia muscular do animal controle (naive), quando comparado com o
musculo daquele submetido & injecdo de CFA (Figura 13A). O mesmo pode ser visto na
histologia das fibras musculoesqueléticas do musculo gastrocnémio, uma vez que a densidade
de infiltrado inflamatorio nos animais lesionados € mais proeminente do que o musculo do

animal controle (Figura 13B).



57

A)

B) Naive CFA

Figura 13 — Cortes histologicos dos tecidos musculares de animais submetidos a miosite cronica. A
figura A representa a histologia da fascia muscular, comparando-se os animais com miosite cronica
induzida por CFA com animais controle (Naive); A Figura B compara as fibras musculares
esqueléticas dos animais com (CFA) ou sem miosite (Naive). A infiltragdo de células da resposta
inflamatoéria esta representada por pontos corados em rosa, apontadas por setas pretas (=), conforme
se observa na figuras. Objetiva de 40 x.

4.1.6 PARTICIPACAO DAS CELULAS GLIAIS NA MEDULA ESPINAL DE
ANIMAIS COM MIOSITE CRONICA- Ensaios de Western Blotting

Ensaios de Western Blotting foram realizados processando-se amostras da porcao
lombar (L4-L6) da medula espinal dos animais a fim de avaliar a participa¢ao das células da
glia no presente modelo. Foram realizadas comparagdes entre os animais com miosite cronica
no musculo gastrocnémio contra os grupos controles (Naive). Os resultados revelaram uma

diferenca significativa na quantidade de proteinas expressas para GFAP (marcador de
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astrécitos) nos animais com miosite quando comparados ao grupo controle. O aumento na
densidade optica das bandas marcadas para GFAP no grupo de animais com miosite foi de
97% quando comparado com o grupo controle (Figura 14A).

Os resultados revelaram ainda uma diferenga significativa na quantidade de proteinas
imunorreativas para OX-42 (marcador de microglia) nos animais com miosite quando
comparados ao grupo controle. O aumento na densidade 6ptica das bandas marcadas para OX-
42 no grupo de animais com miosite foi de 150% quando comparado com o grupo controle
(Figura 14B). Além disto, observamos o efeito da minociclina na expressao de células
microgliais neste modelo, uma vez que fomos capazes de detectar a diminuicdo da expressao
destas apo6s sua administragdo como forma de tratamento. Os dados mostram quem houve
uma reducdo de 144% na densidade optica destas células no grupo de animais tratados
(Mino+CFA) quando comparado ao grupo experimental (CFA), voltando a niveis basais
semelhantes aos animais do grupo controle (Naive) e demonstrando a efetividade do bloqueio
destas células pelo farmaco (Figura 14B). Nenhuma diferenca foi observada para B-actina

entre os grupos analisados.
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Figura 14 A e B - Quantificacdo da expressdo glial na medula espinal de animais coma miosite
cronica. Expressdo de astrocitos (A) e células da microglia (B) da por¢do lombar da ME pelo método
de Western Blotting. Os resultados representam a média + e.p.m. de 7-8 animais por grupo. *p<0.05
por comparacao com os demais grupos.
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Com o intuito de avaliar a expressdo de fractalquina no modelo proposto, foi realizada
a analise da expressdo protéica dessa quimiocina na por¢ao lombar da medula espinal. Nossos
resultados demonstraram que houve um aumento de 45% da proteina expressa no grupo CFA
e uma diminuicdo de 59% desta expressdo no grupo tratado com minociclina (CFA+Mino)

(Figura 14C).
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Figura 14 C - Efeito da miosite crénica induzida por CFA na expressdo fractalquina. O grafico ilustra
a quantificagdo da quimiocina na porc¢do lombar da ME pelo método de Western Blotting. Os
resultados representam a média + e.p.m. de 7-8 animais por grupo. *p <0.05 por compara¢do com oS
demais grupos

4.1.7 AVALIACAO DE CITOCINAS E FRACTALQUINA NO PLASMA
SANGUINEO DE ANIMAIS COM MIOSITE CRONICA

Com o intuito de avaliar a participagdo de citocinas prd e anti-inflamatérias no modelo
estudado, foi realizado um ensaio para dosagem de citocinas no plasma sanguineo dos
animais, a fim de selecionar quais das citocinas propostas estariam agindo de forma mais
relevante no processo de miosite cronica. Inicialmente propusemos quantificar as citocinas IL-
1, IL-6 e IL-10, TNF-a e a quimiocina fractalquina (FKN) circulantes no sangue dos animais.
Porém, apos nosso teste de dosagem para essas citocinas propostas, obtivemos apenas o0s
resultados da quantificagcdo de IL-1, IL-10 e FKN, uma vez que as citocinas restantes (IL-6 e
TNF- o) ndo alcangaram a taxa minima para dosagem em nossas amostras.

Nossos resultados demonstraram que tanto a IL-1p quanto a FKN apresentaram uma
um aumento de suas quantidades (em pg/mL) no grupo experimental, (CFA), quando

comparado ao grupo controle (Naive) (Figura 15A e 15B). Em contrapartida, a interleucina
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10, anti-inflamatdria, demonstrou estar menos presente no sangue circulante de animais CFA

do que do grupo de animais controle (Figura 15C).
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Figura 15 - Quantificag¢do de citocinas e FKN no plasma sanguineo de animais com miosite cronica. A
figural 5A representa a quantificacdo da Interleucina-1B; a figura 15B representa a quantificagdo da
fractalquina (FKN) e a figura 15C ilustra a quantificagdo da Interleucina 10; a quantificagdo ¢ dada em
pg/mL de sangue analisado (em um volume de 2 mL) . Os resultados representam a média + e.p.m. de 7-8

pag/mL

animais por grupo. *p <0.01 e **p<0,05 por comparagdo entre os grupos CFA e Naive.

4.2 ETAPA 2 — MIOSITE E INFLAMACAO PLANTAR AGUDA

Cabe ressaltar que esta etapa do projeto foi realizada durante o periodo de estdgio no

exterior em colaboragdo com a Prof. Marzia Malcangio, no laboratdrio “Plasticity of the first

pain synapse”, no Departamento Wolfson CARD, Universidade King’s College London,

Reino Unido.
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4.2.1 AVALIACAO DA INFLAMACAO PELO EDEMA INDUZIDO PELA
INJECAO INTRAPLANTAR DE CARRAGEENINA

Com o intuito de avaliar se a inje¢do intraplantar de 50 pL de Cg 3% via seria capaz
de causar uma inflamagao local (caracterizada pelo edema) se os diferentes genotipos
apresentariam uma altera¢do neste processo foi realizada a mensuragdo da espessura da pata
dos animais, em um sentido dorso-ventral, e comparando-se as patas contralaterais e
ipsilaterais a injecao de Cg. As medidas foram obtidas 3, 24 e 48 horas apds a administragao
da Cg. Os dados obtidos demonstram que a injecdo i.pl. de Cg causou um aumento
significativo na espessura da pata ipsilateral de todos os grupos injetados (animais Selvagens-
WT, Heterozigotos-HET e Knockouts-KO contra), quando comparados ao lado controle (ipsi)
(Figura 16). Nao foram encontradas diferencas significativas no edema entre os grupos WT,
HET e KO. Também foram comparadas as patas contra e ipsilaterais dos diferentes genotipos
de animais com injecdo de veiculo (salina), e ndo observamos alteracdes significativas nestes

mesmos tempos (dados ndo mostrados).
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Figura 16 - Edema plantar causado pela inje¢do de Cg. O grafico ilustra a diferenca na espessura da
pata contralateerais e ipsilaterais a injecdo de carrageenina. Os resultados representam a média + e.p.m
de 6 animais por genotipo. *p <0.0001 por comparagdo entre as patas contra e ipsilaterais dos dados
grupos (contra x ipsi).
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4.2.2 CARACTERIZACAO DA ALODINIA MECANICA INDUZIDA PELA
INJECAO INTRAPLANTAR DE CARRAGENINA

Cabe mencionar que o teste de Von Frey avaliou a sensibilidade de ratos e
camundongos de maneira distinta uma vez que os filamentos utilizados para os ratos
representam um estimulo ndo nocivo para estes, enquanto o calibre utilizado para
camundongos pode representar um estimulo nocivo tatil.

Portanto, a fim de avaliar a sensibilidade nociceptiva decorrente de um estimulo
mecanico em camundongos, foi utilizado o teste descrito, o qual expressa o limiar dos animais
em gramas. Nossos resultados demonstram que a administracdo de Cg na pata foi capaz de
diminuir significativamente o limiar nociceptivo 3 e 24 horas apds sua administra¢do no grupo
de animais experimentais (Cg). Porém, o grupo KO apresentou uma significativa reversao
neste quadro 48 horas apds a lesdo, e uma tendéncia a aproximagao dos limiares dos grupos
controles (WT, HET e KO Sal). Nao foram observadas diferengas estatisticas significativas

entre os grupos controle (Sal) ao longo dos tempos avaliados (Figura 17).
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Figura 17 - Avaliagdo da alodinia mecdnica de animais com inflama¢do plantar. O limiar de dor,
avaliado pelo teste de Von Frey (expresso em gramas) foi determinado antes (tempo zero- MI), na 3°,
24° ¢ 48° horas apos a injecdo i.pl. de Cg (3% em 50pg). Os resultados representam a média + epm de
6 animais por grupo. *p<0,001 por compara¢do com a MI do mesmo grupo. **p<0,05 por comparagao
com os grupos Salina (Sal).
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4.2.3 CARACTERIZACAO DA HIPERALGESIA TERMICA INDUZIDA PELA
INJECAO INTRAPLANTAR DE CARRAGENINA

A fim de avaliar a sensibilidade nociceptiva decorrente de um estimulo térmico nos
animais, foi utilizado o teste de Hargreaves, o qual expressa o limiar dos animais em
segundos. Nossos resultados demonstram que a administragdo de Cg na pata foi capaz de
diminuir significativamente o limiar nociceptivo 3, 24 e 48 horas apos sua administracao no
grupo de animais experimentais (Cg) e o grupo KO injetados com Cg apresentou um aumento
em seu limiar nociceptivo 24 horas apds a lesdo. Porém, esta diferenca na apresentou
significancia estatistica. Da mesma forma, ndo foram observadas diferencas estatisticas

significativas entre os grupos controle (Sal) ao longo dos tempos avaliados (Figura 18).
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Figura 18 - Avaliacdo da hiperalgesia térmica de animais com inflamacdo plantar. O limiar de dor,
avaliado pelo teste de (expresso em segundos) foi determinado antes (tempo zero- MI), e 3, 24 ¢ 48
horas apés a inje¢do de Cg. Os resultados representam a média + epm de 6 animais por grupo.
**p<0,01 por comparacdo com a MI do mesmo grupo e por comparacdo com os grupos controle (Sal).
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4.2.4 AVALIACAO DA INFLAMACAO PELO EDEMA INDUZIDO PELA
INJECAO INTRAMUSCULAR DE CARRAGEENINA

Com o intuito de avaliar se a inje¢do intramuscular de 20 uL de Cg 3% via seria capaz
de causar uma inflamacao local (caracterizada pelo edema) e se os diferentes genotipos
apresentariam uma alteragdo neste processo, foi realizada a mensuracdo da espessura do
musculo gastrocnémio dos animais, em um sentido dorso-ventral, e comparando-se os
musculos contralaterais e ipsilaterais a inje¢do de Cg. As medidas foram obtidas 3, 24 e 48
horas ap6s a administragdo da Cg. Os dados obtidos demonstram que a inje¢do i.m. de Cg
causou um aumento significativo na espessura do musculo ipsilateral a lesdo de todos os
grupos injetados (WT, HET e KO contra), quando comparados ao lado controle (ipsi) (Figura
19). Nao foram encontradas diferencas significativas no edema entre os grupos WT, HET e
KO “contra”. Também foram comparados os musculos contra e ipsilaterais dos diferentes
genotipos de animais com inje¢do de veiculo (salina), ¢ ndo observamos alteracdes

significativas nestes mesmos tempos (dados nao mostrados).
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Figura 19 - Edema muscular causado pela injecao de Cg. O grafico ilustra a diferenca na espessura
dos musculos contralaterais e ipsilaterais a inje¢do de carrageenina. Os resultados representam a média
te.p.m de 6 animais por genoétipo. *p <0.0001 por comparagdo entre os musculos contra e ipsilaterais
dos grupos dados (contra x ipsi).
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4.2.5 CARACTERIZACAO DA ALODINIA MECANICA INDUZIDA PELA
INJECAO INTRAMUSCULAR DE CARRAGENINA

De forma semelhante ao resultado encontrado na avaliacdo da sensibilidade mecanica
apds a injecdo ipl. de Cg, a inje¢do muscular causou uma diminuicdo nos limiares
nociceptivos dos grupos controle e um aumento do limiar nociceptivo dos animais KO a partir
da 24° hora apds a lesdo, sendo este o tempo com maior relevancia em termos de
significancia. Novamente, ndo foram observadas diferencas estatisticas significativas entre os

grupos controle (Sal) ao longo dos tempos avaliados (Figura 20).
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Figura 20 - Avaliagdo da alodinia mecdnica de animais com inflamacdo muscular.O limiar de dor, avaliado
pelo teste de Von Frey (expresso em gramas) foi determinado antes (tempo zero- MI), na 3°, 24° e 48°
horas apds a inje¢do i.m. de Cg (3% em 20 pg). Os resultados representam a média fepm de 6 animais
por grupo. *p<0,001 por comparagdo com a MI do mesmo grupo. **p<0,001 por comparagdo com o0s
grupos Carragenina WT e HET (Cg) ¢ “KO Cg 3h”.

4.2.6 CARACTERIZACAO DA HIPERALGESIA TERMICA INDUZIDA PELA
INJECAO INTRAMUSCULAR DE CARRAGENINA

A fim de avaliar a sensibilidade nociceptiva decorrente de um estimulo térmico nos
animais injetados com Cg por via intramuscular, foi utilizado o teste de Hargreaves. Nossos
resultados demonstram que o grupo de animais experimentais (Cg) tiveram uma diminui¢ao
de seu limiar nociceptivo, porém esta ndo foi tdo significativa quanto no grupo de animais
injetados com Cg via i.pl. descritos previamente. Estes dados montram que os animais com o

musculo sensibilizado nao demonstram uma grande resposta nociceptiva por um estimulo
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térmico apesar de os grupos WT Cg e HET Cg apresentarem uma diminui¢do em seus
limiares ap6s 24 horas da inje¢do quando comparados as suas MI e aos grupos controle (Sal).
Além disso, ndo foram observadas diferengas estatisticas significativas entre os grupos

controle (Sal) ao longo dos tempos avaliados (Figura 21).

Hiperalgesia térmica

15-
© WT Sal i.m.
v .
Fg I\ - WT Cgim.
€ 10+
‘..3 HET Sal i.m.
: - HET Cgi.m.
<
H 57 * * KO Sali.m.
é - KO Cgim.
05
(0] T T T T
MI 3h 24h 48h

Figura 21 - Avaliacdo da hiperalgesia térmica de animais com inflamagdo muscular. O limiar de dor,
avaliado pelo teste de (expresso em segundos) foi determinado antes (tempo zero- MI), e 3, 24 ¢ 48
horas apos a injecdo de Cg. Os resultados representam a média tepm de 6 animais por grupo. Os
resultados representam a média +epm de 6 animais por grupo. *p<0,05 por compara¢do com a MI do
mesmo grupo e aos grupos controle (Sal).

4.2.7 QUANTIFICACAO DA ATIVACAO MICROGLIAL INDUZIDA PELAS
INJECOES  INTRAPLANTARES E  INTRAMUSCULARES  DE
CARRAGENINA

ApoOs a avaliagao comportamental dos animais, a medula espinal destes foi coletada e
processada para andlise. Os cortes foram incubados para a deteccdo da ativagao microglial
(Pp38) e andlise destas células no CDME através da co-localizacdo com os marcadores de

cada genotipo (WT- Iba-1/ HETs e KO — gpt").

4.2.7.1 QUANTIFICACAO POR SEGMENTOS LOMBARES DA MEDULA
ESPINAL

Em uma analise inicial a densidade de células, contadas por area das laminas I e II da

medula espinal, foi avaliada no segmento lombar como um todo e ndo obtivemos diferencas
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significativas (dados ndo mostrados). Porém, ao realizar a contagem de células microgliais
ativadas em cada segmento lombar separadamente (L3, L4e L5) pudemos encontrar
modificagdes nos padrdes de ativagao destas células. Os animais com injecao i.pl. de Cg
demonstraram uma diferenca na ativacdo microglial entre os grupos apenas em L5 onde os
gendtipos WT e HET tiveram um aumento no numero de células ativadas quando comparado
com animais do mesmo genotipo injetados com salina (Figura 22 e 23). Interessantemente, o
grupo KO ndo demonstrou variagdes no numero de células ativadas expressas na ME. Cabe

mencionar que os tecidos foram analisados na 48" hora apos a indugao de miosite.
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Figura 22 — Quantificagdo da ativagdo microglial por segmentos lombares da medula espinal apos a
inje¢do intraplantar de Cg. Os graficos representam a contagem de células co-localizadas para
marcagdo de microglia ¢ a proteina nuclear p38 fosforilada. Os cortes da ME foram avaliados 48 horas
apos a lesdo. Os resultados demonstram uma diferenga significativa apenas em L5 e representam a
média +epm de 6 animais por grupo. *p<0,05 por comparagdo com o grupo Salina (Sal i.pl.).

, + . . 2\ 4
Cabe ressaltar que as células GFP* em animais HETs e KOs correspondem as células
microgliais, que, em animais WT sdo representadas pela marcacao de Iba-1. Realizamos uma
imuno-marca¢do no corno dorsal da medula espinal para comprovar esta co-localizagdo

(Figura 23A).
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Figura 23 — Fotomicrografia e densidade de células GFP+ e imunorreativas para proteina Pp38 em
modelo de inflamacgdo intraplantar. A) Co-localizagdo (Merge) de células gfp+ ¢ Ibal+ em animais
HET (representadas por CX;CR1-GFP, em verde). B) A marcacdo em verde representa as células
microgliais gfp+ e em vermelho a marcagdo para Pp38 no lado ipsilateral a lesdo. A co —localizagdo
destas se da pela cor amarelada. Aumento de 20 x.
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Com relacdo a ativagdo das células da microglia em modelo de lesdo aguda muscular,
obtivemos resultados semelhante em relagdo ao segmento lombar participante no processo
nociceptivo, sendo este o segmento LS. Nesta por¢ao lombar da ME, os trés genotipos (WT,
HET e KO) apresentaram um aumento significativo no nimero de células ativadas em relacao
aos seus grupos controle (mesmo genotipo com administragdo de Salina i.m.). Portanto, de
maneira oposta ao resultado encontrado nos animais com injecdo intraplantar de Cg, os
animais portadores da delecao (CX3CR1 KO) demonstraram maior participacao glial sob a

condig¢do nociceptiva (Figura 24 e 25).
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Figura 24 - Quantificagdo da ativa¢do microglial por segmentos lombares da medula espinal apos a
inje¢do intramuscular de CgOs graficos representam a contagem de células co-localizadas para
marcagdo de microglia e a proteina nuclear Pp3 fosforilada. Os cortes da ME foram avaliados 48 horas
apos a lesdo. Os resultados demonstram uma diferenga significativa apenas em L5 e representam a
média +epm de 6 animais por grupo. *p<0,05 por comparagdo com o grupo Salina (Sal i.pl.).
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Figura 25 - Fotomicrografia e densidade de células GFP+ e imunorreativas para proteina Pp38 em
modelo de inflamagdo intramuscular. A marcagdo em verde representa as células microgliais gfp+ e
em vermelho a marcagdo para Pp38 no lado ipsilateral a les@o. A co —localizacdo destas se da pela cor
amarelada. Aumento de 20 x.
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5 DISCUSSAO

O presente estudo teve como finalidade avaliar dois modelos de inflamagdo muscular
(miosite aguda e crdnica) além de um modelo de inflamagdo plantar com o intuito de
identificar a participacdo das células da microglia e de mediadores pro-inflamatorios
importantes para a sinaliza¢do nociceptiva nestes modelos.

A fim de avaliar possiveis alteracdes na resposta inflamatoria causada pela
administracdo do CFA (Etapa 1 deste projeto) foi realizada uma analise da morfofisiologia do
musculo gastrocnémio e do tecido conjuntivo que o envolve (fascia muscular) dos animais
que tiveram a miosite induzida pela inje¢do do agente. O CFA ¢ uma solu¢do utilizada como
imunopotencializador, e quando injetado via intramuscular o CFA causa pode causar lesdes
temporarias ou permanentes. O tempo escolhido para a analise do tecido e para os testes
comportamentais (12 dias apdés a injecdo de CFA) foi determinado a partir de um estudo
eletrofisiologico que demonstrou o aumento da atividade de background neuronal neste
momento (Hoheisel et al., 1998), e baseado em estudos que demonstraram o aumento da
sensibilidade nociceptiva no dado timepoint (Chacur et al., 2009; Rosa et al., 2016).

A inje¢ao de CFA promove uma inflamagdo cronica caracterizada pela formacao de
edema e intenso infiltrado inflamatério(Leenaars et al., 1998; Stills, 2005). Seu mecanismo
de acdo no musculo ndo ¢ totalmente compreendido, mas sabe-se que o CFA causa uma
miosite cronica envolvendo o recrutamento de células e a participagao diversos mediadores da
resposta inflamatoria tardia(Rosenberg et al., 1987; Suzuki et al., 2005).

Nossos resultados corroboram com estes estudos uma vez que demonstram que houve
um aumento no numero de células inflamatorias entre as fibras musculares do animal com
miosite cronica quando comparado com o animal controle (Naive).

A migracao e acumulo das cé€lulas do sistema imune no local caracteriza uma resposta
inflamatoéria. A reagdo inflamatdria caracteriza-se por uma série de eventos inter-relacionados,
dentre os quais podemos citar: aumento no fluxo sanguineo e permeabilidade vascular na
regido afetada, exsudacdo de fluido (edema), dor localizada, migracdo e actimulo de
leucocitos inflamatérios dos vasos sanguineos para dentro do tecido, formacao de tecido de
granulacdo e reparo tecidual(Abbas, Janeway, 2000; Gomes-Leal et al., 2002). A resposta
inflamatoria inclui também a participagdo de diferentes tipos celulares, tais como neutrofilos,
macrofagos (M), mastdcitos, linfocitos, plaquetas, células dendriticas, células endoteliais e

fibroblastos, entre outras.
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Importantemente, nossos estudos histologicos identificaram pela primeira vez o
actimulo de células inflamatdrias na fascia que envolve o musculo gastrocnémio dos animais
com miosite cronica induzida por CFA. A importancia da fascia na sensibilizacdo muscular
ainda ¢ pouco explorada, enquanto em outros modelos de dor musculoesquelética como a
fibromialgia, a fascia parece ser uma estrutura relevante para o processo de sensibilizacdo
(Liptan, 2010). O grupo de Mense e colaboradores demonstrou que hd um aumento na
densidade de fibras nociceptivas na fascia em um modelo de inflamag¢do da fascia
toracolombar (Hoheisel et al., 2015). Baseado nisto, sugerimos que o modelo de miosite
cronica induzida por CFA ¢ capaz de causar uma sensibilizacdo por aumento da densidade de
células inflamatorias ndo somente local, mas que também se estende para tecidos mais
superficiais (tecidos conjuntivo e epitelial), corroborando com dados eletrofisioldgicos da
literatura que mostram a expansdao do campo receptivo de nociceptores superficiais em
modelo de dor muscular (Hoheisel, et al., 2013).

Para a determinacdo da sensibilidade nociceptiva dos animais, foram utilizados os
testes de hiperalgesia mecanica, o Von Frey eletronico, o qual realiza uma medida diretamente
no local da injecdo (musculo gastrocnémio); o de hiperalgesia térmica, (teste de Hargreaves) e
o teste de alodinia mecanica, a fim de avaliar se fibras ndo nociceptivas (tateis) também
seriam ativadas neste modelo. Ambos os ultimos testes mencionados realizam a aferi¢ao do
limiar nociceptivo na planta da pata dos animais, representando, desta forma, uma medida em
um local secundario ao da origem da lesao.

Todos os testes foram realizados antes e apos a indugdo da miosite (medida inicial,
no 6° dia e no 12° dia ap6s a administragdo do composto - medida final). Observarmos que o
CFA foi capaz de induzir uma diminui¢do no limiar nociceptivo dos animais em no teste de
hiperalgesia mecanica e térmica, a partir do 6° dia até o 12°. Pudemos observar ainda que os
animais apresentaram uma sensibilizagdo das fibras tateis decorrente da inflamacdo crdnica,
uma vez que o limiar nociceptivo dos animais com injecdo de CFA também diminui apos a
administracdo do composto.

Baseado nisto, sugerimos que a miosite cronica induzida por CFA causa hiperalgesia
(mecanica e térmica) e alodonia ipsilateral a lesdo muscular por um processo inflamatorio que
se inicia localmente e que propaga a sensibilizagdo para areas circundantes, possivelmente se
manifestando ao longo do trajeto nervoso onde ocorre o estimulo (nervo sural, tibial e fibular
e suas ramificagdes plantares). Dados semelhantes sdo encontrados na literatura, porém, os
trabalhos que demonstram uma diminui¢do de limiar nociceptivo nos testes de alodinia e

hiperalgesia térmica estdo relacionados a lesdes plantares induzidas por CFA e outros
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compostos (Vega-Avelaira et al.,, 2013; Leung et al., 2015). Segundo Graven-Nielsen e
colaboradores, a sensibilizagdo central pode facilitar o mecanismo de dor referida. Do mesmo
modo, a sensibilizagcdo central pode ser envolvida na hiperalgesia em locais fora do 16cus da
dor, como hiperalgesia referida ou generalizada (Arendt-Nielsen et al., 2000; Graven-Nielsen,
Arendt-Nielsen, 2002).

Além disso, observamos que este modelo induz uma alteragdo na atividade de
locomocgao, avaliada pelo indice funcional de atividade locomotora. Foi possivel observar uma
deficiéncia instalada 12 dias apos a administracao do irritante, sendo evidente a dificuldade de
locomogdo dos animais com miosite — cabe ressaltar que este teste foi realizado apenas no 12°
apds a indugdo de miosite, momento que, como demonstram nossos ensaios histologicos,
ocorre uma intensa infiltracdo de células inflamatorias, além da sensibilizagdo nociceptiva
local e irradiada. Schomburg e colaboradores sugerem que a dor muscular, particularmente se
cronicamente persistente, requer um outro padrdo de resposta comportamental comparado a
dor aguda exteroceptiva (Schomburg et al., 2015). Segundo os autores, as vias reflexas
bilaterais da coluna vertebral sdo cruciais para a postura estavel e locomogao, portanto sugere-
se que ocorre um comprometimento destas vias através das fibras dos grupos de aferentes III e
IV em nosso modelo, alterando a capacidade de locomog¢ao dos animais.

Estudos prévios demonstram que a inflamag¢do do musculo gastrocnémio de ratos
conduzem a mudancas neuroplésticas distintas em neurdnios do no corno dorsal (Hoheisel et
al., 1998; Tenschert et al., 2004). Sabe-se que as células gliais presentes no corno dorsal da
medula espinal tém fung¢do crucial para a iniciagdo ¢ manutencao do processo nociceptivo de
dores agudas a cronicas. Portanto, com o intuito de avaliar a participa¢do central das células
gliais no modelo de miosite cronica, analisamos a expressdao de OX-42, marcador de microglia
e GFAP, marcador de astrdcitos. Observamos um aumento na densidade proteica referente a
atividade microglial e a atividade dos astrocitos nos animais com lesdao muscular crdnica,
quando comparado aos grupos controle. Estudos prévios feitos em nosso grupo de pesquisa
demonstraram a participagdo da glia na reversdo ou prevencdo de dor muscular aguda
induzida por carragenina através de diferentes inibidores gliais (dados ndo publicados). A
participagdo de astrocitos em modelo de dor cronica muscular foi demonstrada por Tenschert
et al. (2004), e seus resultados indicaram que os astrdcitos espinais influenciam processos de
dor particulamente através do aumento da sintesedo fator de crescimento de fibroblasto tipo 2
(FGF-2), além de observar mudancas morfologicas nestas células (Tenschert et al., 2004).
Ainda, um estudo realizado por Guo e colaboradores demonstrou um aumento na expressao

da proteina acidica fibrilar glial (GFAP) em astrocitos presentes no nervo massetérico apos
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inflamacdo cronica induzida por CFA neste musculo e, além disso, demonstrou que a
marcacdo de GFAP se co-localiza com a de IL1-f. Ja ¢ sabido que a IL-1P ¢ liberada a partir
de células gliais que sdo ativados pela aferéncia do nervo e que agem em volta de neuronios
para aumentar ainda mais a manutengao de hiperexcitabilidade (Guo et al., 2007; Kawasaki et
al., 2008).

Ainda em nosso modelo de miosite cronica e com o intuito de avaliar mais
profundamente a participagdo das células da microglia no dado modelo, foi realizado o
tratamento com minociclina, um inibidor especifico para estas células. Observou-se uma
diminuicdo significativa na densidade Optica destas células apds o tratamento com este
farmaco, através do método de Western blotting. A minociclina vem sendo utilizada para
estudar o papel da microglia em experimentos de isquemia cerebral (Yrjanheikki et al., 1999),
lesdao traumatica no cérebro (Chen et al., 2000), doenca de Parkinson (Wu et al., 2002), entre
outros. A minociclina, uma tetraciclina semi sintética de segunda geracdo, tem mostrado
exercer uma fungio bioldgica distinta de suas agdes antimicrobianas (Tikka et al., 2001). E
uma molécula lipoproteica rapidamente absorvida pela barreira hemato-encefalica (Aronson,
1980). Ela seletivamente interrompe a atividade da microglia sem afetar neuronios ou
astrocitos (Tikka et al., 2001; Raghavendra,et al., 2003). Estudos mostram que a minociclina
administrada na medula espinal produz uma antinocicepgao robusta em lesdes teciduais e dor
induzida por inflamagdo periférica através do efeito mediado pela sua inibigdo da ativagdo da
p38 na medula espinal (Hua et al., 2005).

Em geral, a microglia parece estar mais intimamente ligada a processos de cronicidade
do que os astrdcitos. Zhao e colaboradores, demonstraram a participagdo da microglia espinal
através do receptor Toll-4 (TLR4) presente nestas células, em modelo de dor inflamatoria
induzida por CFA intraplantar, sugerindo que a agao deste receptor tenha participacao efetiva
na sensibilidade dolorosa dos animais em modelo experimental (Zhao et al., 2015). Ainda,
Vega-Avelaira e colaboradores, demonstram que a microglia, em modelo de dor inflamatoria
se comporta de diferente maneira, em 3 fases: a fase inicial (ou seja, 1-h poés inflamagao),
onde ocorre o aumento do tamanho das células microgliais residentes e aumento de densidade
celular, provavelmente devido a infiltracdo de macrofagos; a segunda fase (ou seja, 24 horas
pos- inflamagdo), h4 um aumento da densidade celular, mas ndo o tamanho da célula,
sugerindo que a proliferagcdo poderia ser o processo mais relevante ocorrendo neste momento;
e a terceira fase (ou seja, 7 dias pods-inflamagdo), onde um “boom™ de ativacdo microglial
ocorre, € consequentemente, o aumento do tamanho celular e densidade(Vega-Avelaira et al.,

2013).Uma vez que a glia tem papel preponderante em fendmenos de sensibilizagdo, ¢
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possivel sugerir que a ativacao destas células acarretada pela inje¢cdo de CFA possa contribuir
para a manutencao do fendmeno de hiperalgesia modelo de miosite cronica.

Nossos resultados, em conjunto, demonstraram que o tratamento intratecal com
minociclina foi capaz de interferir de forma significativa nos ensaios experimentais utilizados.
Houve um aumento do limiar nociceptivo dos animais ap6s o uso do farmaco, demonstrando
uma reversdo pontual do quadro nociceptivo em todos os testes comportamentais utilizados e,
além disso, demonstrou-se a concomitante inibi¢do destas células nos animais tratados,
através de ensaios moleculares. Podemos entdo sugerir que as células da microglia participam
ativamente em nosso modelo de miosite cronica, através da manuten¢do do processo doloroso,
uma vez que bloqueadas promovem a alteragdo do quadro nociceptivo dos animais. Estudos
prévios realizados por nosso grupo demonstraram que a administracao de minociclina antes da
inducdo de miosite foi capaz de prevenir a exacerbacao do estado nociceptivo, bem como a
proliferacdo glial no CDME e que esse mecanismo se relaciona com a participacdo do Fator
de Necrose Tumoral a (Chacur et al., 2009). No presente estudo, no entanto, sugerimos uma
correlagdo entre a participacao das células microglias e a expressao de fractalquina (FKN) na
medula espinal. Demonstramos que, em animais com miosite cronica, ocorre um aumento da
expressdao de FKN na medula, ao passo que a expressao microglial também se eleva. A FKN ¢
uma quimiocina liberada por aferentes primarios e que, no SNC, encontra seus receptores
exclusivamente em células da microglia, e, portanto se torna evidente a correlagdo (Verge et
al., 2004; Lindia et al., 2005). Kiyomoto e colaboradores (2013) demonstraram um aumento
de FKN em C1 e C2 apés inflamacgao induzida com CFA no musculo trapézio, bem como de
IL-1pB e p38 na medula espinal, além de causar alodinia nos animais (Kiyomoto et al., 2013),
corroborando com o nosso achado.

Com relacao ao envolvimento de sinalizadores centrais da lesdo muscular cronica de
nosso modelo, foi demonstrado que, além das células gliais, as interleucinas sao associadas a
essa condi¢do. O papel destes mediadores na dor muscular ¢ ainda pouco explorado. Ao que
se refere a participacdo de citocinas pro e antiinflamatorias, ensaios para dosagem de citocinas
foram realizados para deteccdo destas mesmas. Verificou-se que houve um aumento na
quantidade de interleucina-1f e da quimiocina FKN, pro-inflamatérias, nas amostras de
plasma sanguineo de animais com miosite induzida por CFA, quando comparadas com
amostras de sangue de animais controle. Em contrapartida, a quantidade de Interleucina 10
(IL-10), antiinflamatdria, apresentou-se diminuida no grupo de animais experimentais, quando
comparada ao grupo controle. Com relagdo ao comportamento desta citocina, era esperado

que no 12° dia o nivel encontrado fosse reduzido em relagdo as outras, pois a IL-10 ¢
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antiinflamatodria, e geralmente encontra-se em altas concentragdes em fases agudas da dor,
quando o organismo tenta suprimir o estado patoldgico. Portanto, nossos resultados sugerem
que a IL-1B e a quimiocina FKN participam do processo nociceptivo neste modelo, sendo
liberadas em maior quantidade apds a inducao de miosite, durante o processo inflamatdrio
cronico. Sabe-se que citocinas podem ser liberadas por uma série de células tanto do sistema
imune (macréfagos, células T) como do sistema nervoso (neurdnios e células gliais),
promovendo a ativacdo de neutrofilos e de células endoteliais e induzindo o processo de
inflamacao(Abbas, Janeway, 2000; Gomes-Leal et al., 2002). Kobayashi e colaboradores
(2012) mostraram que hd um aumento do mRNA das citocinas ILI-f e TNFa e de
moléculas microgliais especificas (Iba-1 e CD11b) na medula espinal de animais com indugao
de dor neuropatica apos a ligagao parcial do nervo isquiatico(Kobayashi et al., 2012). Estes
fatores tém sido relatados como contribuidores para a hipersensibilidade apds a lesao de
nervos periféricos e para a ativacdo da microglia (Cao et al., 2009; Milligan, Watkins, 2009).
Sluka e colaboradores (2006) demonstraram a importancia da IL-10 na preven¢do da dor
cronica muscular através da pratica do exercicio fisico com conseqiientes alteragdes em
macréfagos residentes no tecido muscular de camundongos(Leung et al., 2015).

Com relagdo aos resultados obtidos na Etapa 2 deste projeto, foram induzidos os
modelos agudos de inflamagdo muscular e inflamagao plantar em camundongos transgénicos
com o intuito de avaliar a participagao especifica do receptor de FKN (CX3CR1), uma vez que
observamos nos experimentos anteriores que a FKN possui um papel relevante no processo de
miosite cronica.

A carragenina (Cg) ¢ um polissacarideo extraido de algas marinhas que uma vez
injetada no tecido bioldgico causa uma inflamagdo aguda e com duragdo limitada de, no
maximo 72 horas, dependendo de sua dose (Posadas et al., 2004; Fehrenbacher et al., 2012).
Nossos resultados demonstraram que a inje¢ao de Cg foi capaz de induzir um edema plantar e
muscular nos animais em que a Cg foi administrada, quando comparados com os membros
contralaterais a lesdo em todos os genotipos analisados. Isso vai de encontro ao resultado
esperado, no qual encontrariamos um edema (plantar ou muscular) menos evidente nos
animais KO para CX;CRI1. Isso se daria pelo fato de que estes receptores sdo encontrados em
macrofagos circulantes e sdo responsaveis pela captagdo de FKN sistemicamente (Montague,
2017). Como mencionado anteriormente, macrofagos fazem parte dos tipos celulares
recrutados em caso de inflamacdo e a FKN possui um papel pro-inflamatoério. Portanto, na
auséncia da ligacdo MO@-FKN, esperava-se uma diminuicao na intensidade do edema. Este

resultado sugere que o edema, causado pela inje¢cdo de Cg, depende de outros fatores e/ou
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mediadores para induzir o edema local, como previamente reportado pela literatura, através da
reducdo dos niveis de IL-8, IL-1B, TNF-a, NO via inibicdo de iNOS e PGE2 através de
inibicao de COX-2 (Park et al., 2006, 2007).

Em relacdo aos diferentes testes comportamentais realizados para os diferentes
modelos e comparando-se os tres genotipos, observamos uma importante alteracdo no limiar
para hiperalgesia mecanica dos animais KO tanto no modelo de inflamagdo intraplantar
quanto intramuscular. Essa diferenca se deu pela reversao parcial da nocicep¢ao induzida pela
Cg nos animais portadores da delecao (CX3CR1'/ 7), no teste de alodinia mecanica 48 horas
apods a lesdo, quando comparados com os grupos controle (WT, HETs injetados com Cg).
Diferentemente, a delecdo do receptor de FKN nos animais KO ndo interferiu
significativamente nos limiares de hiperalgesia térmica destes animais, tanto no modelo de
miosite aguda, quanto para o modelo de inflamagao plantar.

Na medula espinal de animais naive, ndo lesionados, a microglia desempenha um
papel de sobrevivéncia, portanto, na auséncia de um estimulo nocivo a ruptura da relagdo
FKN/CX;CR1 nao deve afetar as respostas nociceptivas dos animais. Isto foi demonstrado por
Malcangio e colaboradores, em um estudo em que animais com a delecao de CX3CR1 foram
avaliados em uma série de testes para determinar se o processamento da dor aguda em
resposta a estimulos térmicos e mecanicos aplicados perifericamente seriam alterados apos a
delecdo do gene. Os dados deste estudo mostram que os animais trangénicos responderam de
maneira muito semelhante aos animais selvagens quando avaliados nos testes de hiperalgesia
térmica (Hargreaves), mecanica (Von Frey), teste de locomogao (Rotarod), entre outros. Estes
dados daosuportam a idéia de que as microglias sdo "quiescentes" em termos de sinalizagdo
nociceptiva em animais sem lesdo e que a via FKN-CX3;CR1 representa um sistema alvo que ¢
importante apenas no contexto da "ativacao" microglial, isto €, quando existe dor como a que
ocorre apos uma lesdo (Staniland et al., 2010). Este mesmo estudo demonstrou que apds a
inje¢do de zymosan intraplantar, os ratos KO para CX3;CRIndo apresentaram hiperalgesia
térmica, enquanto a alodinia mecanica se desenvolveu completamente, indo de encontro com
0 nosso achado no presente estudo. Em contrapartida, um estudo utilizando o modelo de dor
induzida por quimioterapia demonstrou um retardo no desenvolvimento da hiperalgesia
mecanica em animais KO para FK (Old et al., 2014). Nesse sentido ressaltamos que diferentes
populacdes de fibras aferentes sdo responsaveis pela geracao de dor mecanica versus térmica
em modelo de inflamagdo(Shir, Seltzer, 1990), e esse fato pode resultar em um ambito
diferente em que a via de sinalizagdo FKN-CX3CR1 e a ativacao microglial sdo importantes

de diferentes maneiras na dor inflamatdria térmica e mecanica. Além disso ¢ importante
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considerar os tempos avaliados nos diferentes estudos e as substincias pro-inflamatdrias
utilizadas para induzir a lesdo.

Nesse contexto, avaliamos a ativacao microglial nos modelos e gen6tipos em questdo a
fim de avaliar mais afundo a participacao da FKN em nosso modelo. Para tal, foi realizada a
quantifica¢do destas células no CDME. Destacamos aqui que a substancia cinzenta da medula
espinal pode ser dividida em nove camadas celulares distintas, ou laminas, organizadas dorso-
ventralmente e incluindo a lamina 10, que cerca o canal central. Cada lamina possui diferentes
caracteristicas fisioldgicas, histoquimicas e citoarquitetonicas. Esse padrdo foi primeiramente
descrito por Rexed em 1952 em medulas espinais de gatos (Rexed, 1952), e essa organizagao
foi confirmada mais tarde em outras espécies, incluindo em camundongos (Sidman et al.,
1972; Watson et al;, 2008), ratos (Molander et al., 1984), e humanos (Schoenen, Faull, 2004).
Nossos resultados demonstraram que ao realizar a contagem de células microgliais ativadas
nas laminas I e II da ME em todos os segmentos lombares unificados (L3, L4 e L5), ndo ha
diferengas estatisticas significativas (dados ndo mostrados). Porém, ao se fazer a contagem
das células nos segmentos lombares individualmente, observamos um aumento importante em
L5 para ambos os modelos de inducao de inflamagdo plantar e muscular. Estes resultados
demostram que houve uma diminui¢do na ativagdo microglial nos animais KO para CX;CR1
no modelo de inflamag¢do plantar e, inversamente, um aumento nessa ativacdo em modelo de
miosite aguda (inflamag¢ao intramuscular).

Dentro do SNC, CX;3CR1 ¢ exclusivamente expresso em microglia, onde sua interacao
com FKN contribui para a supressao de um estado inflamatério nessas células; FKN ¢ capaz
de limitar a liberagdo de mediadores pré-inflamatorios, reduzindo a produgdao de NO e TNFa
(Mizuno et al., 2003; Lyons et al., 2009). Como descrito por Stanilad e colaboradores, a
sensibilizacao periférica por meio da inje¢ao de uma substancia algica em animais provoca o
aumento da imunomarcagao para Iba-1 e Pp38 na medula espinal de animais WT, mas ndo em
KO para CX;3CR1,, corroborando com nossos resultados de inflamagao plantar e com os testes
comportamental para hiperalgesia mecanica (Staniland et al., 2010). Além disso, em varios
modelos de lesdao do nervo periférico, verificou-se que a administracdo intratecal de
anticorpos neutralizantes contra FKN ou CX3;CRI1 retarda ou atenua os comportamentos
associados a dor cronica (Milligan et al., 2004; Clark et al., 2007; Zhuang et al. 2007) através
de uma reducdo na fosforilagdo de p38 MAPK na microglia e, por sua vez, redugdo da
liberacdo de citocinas pro-inflamatérias e atenuamento da comunicagdo neurdnio-glia
(Zhuang et al., 2007). Em contrapartida o estudo de Combadiere e colaboradores

demonstraram um actimulo de microglia hipertrofiada em animais CX3;CR1 KO no espago
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sub-retinal de animais com degeneracdo macular (Combadiere et al., 2007). Resultados
semelhantes foram encontrados em nosso estudo que mostrou o aumento de células
microgliais ativas em animais KO apos inflamagdo muscular. E sabido que a FKN facilita a
proliferagdo de microglia, e ¢ improvavel que a proliferagdo excessiva ocorra na deficiéncia
de CX3CRI1. Por outro lado, a remog¢ao das células da microglia por apoptose ou migracao
pode ser afetada pela anulagdo de CX;CRI1. Sugerimos, portanto, que o mecanismo de
interacao entre FKN-CX3CR1 ocorre de maneiras distintas nos modelos avaliados e que a via
da p38 pode estar envolvida nesta comunicagdo em diferentes tempos do estudado em nossas
analises, no modelo de dor muscular. Ainda sugerimos que a ativagdo microglial pode ocorrer
por via de outras proteinas quinases, como a via ERK. Estudos demonstraram que a ativacao
de ambas as proteinas ERK e P38 resulta na ativacdo de fatores de transcri¢do que medeia
uma regulagdo ascendente de varias moléculas, dentre elas IL-1, TNF, IL-6, IL-18, NO,
CX3CLI, CCL2, prostaglandinas e BDNF (McMahon, Malcangio, 2009); Todos as quais sdo
proé-nociceptivas.

Com base nos resultados apresentados e nas amplas evidéncias refor¢amos que as
células gliais na medula espinal contribuem para o aumento de dor e hipersensibilidade apds
diferentes lesdes(Scholz, Woolf, 2007; Ren, Dubner, 2010) e que nos modelos apresentados
neste trabalho ocorre da mesma forma. Além de glutamato, neurdnios espinais e os terminais
centrais de aferentes primarios liberam quimiocinas como a fractalquina, ativando as células
da glia que localizam-se no mesmo microambiente(Milligan et al., 2004; Milligan et al.,
2008). Além disso, as células da glia hiperativadas amplificam a excitabilidade neuronal e
facilitam a transmissdo nociceptiva na medula espinal por meio de liberagdo de citocinas pro-
inflamatérias (DeLeo, Yezierski, 2001; Hansson, Ronnback, 2004; Guo et al., 2007). O
aumento da atencdo tem sido dado a sinalizacdo neurdnio-glia-neurénio como uma forca
motriz para o desenvolvimento ¢ manutencao da dor persistente (Scholz, Woolf, 2007; Ren,
Dubner, 2010) e este estudo suporta a hipdtese de que as células da microglia e seus
mediadores representam importantes mediadores da miosite aguda a cronica.

A dor aguda e a dor cronica sao diferentes entidades clinicas. A dor aguda ¢ provocada
por uma doenga ou lesdao especifica, possui uma finalidade bioldgica util e esta associada ao
espasmo do musculo esquelético, a ativagdo do sistema nervoso simpatico e ¢ auto-limitada. A
dor cronica, ao contrario, pode ser considerada um estado de doenga. E a dor que supera o
tempo normal de cura, se associada a uma doenga ou lesdo. A dor crénica pode surgir de
estados psicologicos, nao possui fins bioldgicos € nao possui um ponto final reconhecivel. A

dor aguda e cronica ¢ um enorme problema universal e custa dias de trabalho perdidos por
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ano. A terapia da dor aguda visa tratar a causa subjacente e interromper os sinais nociceptivos.
A terapia da dor cronica deve depender de uma abordagem multidisciplinar e deve envolver
mais de uma modalidade terap€utica (Grichnik, Ferrante, 1991).

O presente estudo torna-se importante, uma vez que as dores musculares representam
um dos tipos mais frequentes de dor observada na clinica e os disturbios musculoesqueléticos
sdo as principais causas de dor na populacdo; assim, uma melhor compreensdo dos
mecanismos envolvidos durante este processo, dentre eles o envolvimento das células da glias
e de mediadores liberados podem contribuir para aperfeigcoar os tratamentos clinicos
empregados durante a dor muscular cronica.

Muito ainda deve ser estudado a respeito dos mecanismos que envolvem 0s processos
dolorosos. Estudos experimentais se fazem necessarios uma vez que a ocorréncia de dor ¢
crescente, talvez em decorréncia dos novos habitos de vida, da maior longevidade do
individuo, do prolongamento da sobrevida dos doentes com afec¢des clinicas naturalmente
fatais, das modificagdes do meio ambiente, do reconhecimento de novas condigdes algicas e,
provavelmente, da aplicagdo de conceitos que traduzem seu significado. Além de gerar
estresses fisicos e emocionais significativos para os doentes e para aqueles que os assistem, €

razdo de fardos econdmicos e sociais para a sociedade.
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6 CONCLUSAO

Em sintese, observamos neste trabalho que o processo nociceptivo induzido por
miosite aguda ou crénica envolve a participacao de uma série de mediadores conhecidos pela
participagdo em outros modelos nociceptivos, mas nao frequentemente descritos como
fazendo parte dos mecanismos da dor muscular, como exemplo, as células microgliais e os
mediadores IL-1b e Fractalquina. Em especial, destaca-se a participagdo desta ultima, que
demonstrou ser parte do processo inflamatério em modelo agudo induzido pela miosite e que,
na auséncia da ligacdo com seu receptor, causa um retardo no desenvolvimento da
sensibilizacdo mecanica dos animais.

Além disso, as células da microglia espinais demonstraram ser um importante tipo
celular no processamento e manutengdo da dor muscular em nossos modelos. Sua inibigdo,
através de um agente farmacologico, foi capaz de reverter totalmente a sensibilidade
nociceptiva dos animais na etapa cronica do processo, €, além disso, ficou evidente a sua
ativacao no processo agudo de sensibilizagdo. O mecanismo pelo qual as células gliais agem
no processo de dor vem sendo estudado, e aqui deixamos nossa contribuicdo para tais
esclarecimentos, evidenciando a participacao das células da microglia na dor muscular.

A dor muscular, como ja descrito anteriormente, ¢ uma dor caracterizada pelo seu
dificil tratamento e efeitos adversos quando nos referimos aos farmacos utilizados nos dias de
hoje, no entanto, com este trabalho apresentamos as células microgliais como alvos de

possiveis estratégias terapéuticas que podera futuramente auxiliar os pacientes desta condigao.
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