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SILVA, G. V. L. A interleucina 33 (IL-33) expressa por células mesenquimais é
importante para migragdo leucocitaria durante degeneragao walleriana do
nervo isquiatico. 2021. Dissertagdo de Mestrado - Faculdade de Medicina de
Ribeirao Preto, Universidade de Sio Paulo, 2021.

Lesbes traumaticas ao sistema nervoso periférico levam a uma diminui¢ao da fungao
neuronal, devido a uma ruptura na bainha de mielina e danos aos axdénios. Apés a
ruptura, os restos de mielina e axénios distais a lesdo sdo degradados, processo
chamado de degeneracdo Walleriana. A IL-33, uma citocina pertencente a familia
das IL-1, é liberada em resposta a lesdes ou traumas, funcionando como um sinal
de dano (alarmina), similar a citocina IL-1a e grupo 1 de alta mobilidade (HMGB1),
que sao sinalizadoras de dano tecidual. Dessa forma, este estudo teve o objetivo de
avaliar o papel da IL-33 na degeneracao walleriana de nervo periférico. Foi realizada
re-analise de sequencimaneto de células Unicas de nervo isquiatico de
camundongos n&o lesionados e lesionados nos dias 3 e 9 pelo modelo de transecgao
do nervo isquiatico. A validagdo da presenca de IL-33 no nervo isquiatico foi
averiguada por citometria de fluxo em camundongos [L-336¢%* e |L-33GH/Gfp
submetidos em diferentes dias ao modelo de esmagamento do nervo (CNI).
Realizamos a analise da expressao genica em diferentes dias por PCR-RT de IL-33
e do receptor IL1RL1 no nervo isquiatico de camundongos submetidos em diferentes
dias de CNIl. Camundongos WT e com delegdo total de IL-33 (IL-33G%/G) foram
submetidos ao CNI e avaliados em testes comportamentais de alodinia mecanica,
frequéncia de retirada de pata. A migragédo de leucécitos para o local da lesao foi
observada por citometria de fluxo utilizando marcadores classicos para diferentes
células mieloides. Os resultados obtidos demonstraram que mais de 2300 genes
foram diferencialmente expressos. A IL-33 esta majoritariamente expressa em
células mesenquimais e validamos essa presenga por citometria de fluxo nos
animais que expressam o fluoréforo na cor verde (GFP) na cadeia proteica da IL-33.
A expressao de IL-33 foi a mesma em todos os dias avaliados de CNI, ja o pico da
expressao de IL1RL1 ocorreu apenas no terceiro dia (p<0,05). As avaliagdes
comportamentais demonstraram que, na auséncia de IL-33, as respostas
nociceptivas foram atenuadas em um contexto de dor neuropatica induzida por CNI
(p<0,05). Durante a migragao de células, na auséncia de |IL-33, ocorreu uma redugéo
da migragao no quinto dia apés CNI, e uma diminuicdo no numero de macréfagos
maduros a partir da maturagdo de mondcitos infiltrantes (p<0,05). Em suma, a
citocina IL-33 contribui para a migracéo de células e inflamagédo na degeneracao
Walleriana e consequentemente contribuindo para a dor neuropatica induzida pela
leséo.

Palavras chave: Dor neuropatica, Células mesenquimais, Neutréfilos, Macréfagos,
Inflamacao.



SILVA, G. V. L. Interleukin 33 (IL-33) expressed by mesenchymal cells is
important for leukocyte migration during wallerian degeneration of the sciatic
nerve. 2021. Master 's Dissertation — Ribeirdo Preto Medical School, University of
Séo Paulo, Ribeirdo Preto, SP, 2021.

Traumatic injuries to the peripheral nervous system lead to a decrease in neuronal
function, due to a rupture in the myelin sheath and damage to axons. After rupture,
myelin debris and axons distal to the lesion are degraded, a process called Wallerian
degeneration. IL-33, a cytokine belonging to the IL-1 family, is released in response
to injury or trauma, functioning as a damage signal (alarmin), similar to IL-1a cytokine
and high mobility group 1 (HMGB1), which are signs of tissue damage. Thus, this
study aimed to evaluate the role of IL-33 in peripheral nerve wallerian degeneration.
Re-analysis of single cell sciatic nerve sequencing from uninjured and injured mice
was performed on days 3 and 9 by sciatic nerve transection model. The validation of
the presence of IL-33 in the sciatic nerve was verified by flow cytometry in IL-33G//*
and IL-336%/G% mice on different days in the crush nerve injury (CNI) model. We
performed an analysis of gene expression on different days by PCR-RT of IL-33 and
IL1RL1 receptor in the sciatic nerve of mice on different days of the CNI. WT mice
and mice with total 1L-33 deletion (IL-33Gfp / Gfp) were discovered to the CNI and
made in behavioral tests of mechanical allodynia, frequency of paw withdrawal.
Leukocyte migration to the lesion site was observed by flow cytometry classical
markers for different myeloid cells. The results obtained showed that more than 2300
genes were differentially expressed. IL-33 is mostly expressed in mesenchymal cells
and we validated this presence by flow cytometry in animals that express the green
fluorophore (GFP) in the IL-33 protein chain. IL-33 expression was the same in all
days taken from the CNI, whereas the peak of IL1RL1 expression occurred only on
the third day (p<0.05). Behavioral assessments demonstrated that, in the absence of
IL-33, such nociceptive responses were attenuated in a context of CNI-induced
neuropathic pain (p<0.05). During cell migration, in the absence of IL-33, there was
a reduction in migration on the fifth day after CNI, and a decrease in the number of
mature macrophages from the maturation of infiltrating monocytes (p<0.05). In short,
an IL-33 cytokine contributes to cell migration and inflammation in Wallerian
degeneration and consequently contributes to injury-induced neuropathic pain.

Keywords: Neuropathic pain, Mesenchymal cells, Neutrophils, Macrophages,
Inflammation.
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1. INTRODUGAO
1.1. Lesoes a nervos periféricos e degeneragao Walleriana

As fibras nervosas no SNP sdo compostas principalmente de axoénios,
células de Schwann que envolvem esses axdnios, levando posteriormente a formagéao
de bainhas de mielina ao redor de muitos fibroblastos que estao espalhados entre as
fibras nervosas e células mesenquimais presentes no perineuro, epineuro e
endoneuro e a vasculatura que nutre o tecido nervoso.

Lesbes traumaticas ao sistema nervoso periférico (SNP) levam a uma
diminuicdo da fungdo neuronal, ocasionando uma ruptura na bainha de mielina e
danos aos axénios. Apos a ruptura, o segmento neuronal distal do ponto de lesao
comeca a degenerar de forma progressiva. Este processo é chamado de degeneragao
Walleriana (DW) em homenagem ao pesquisador, Augustus Waller, que documentou
esses achados pela primeira vez em 1850 (STOLL; JANDER; MYERS, 2002).

Waller com seus estudos, forneceu uma compreensdo muito importante,
embora incompleta, dos mecanismos que contribuem para a DW. Também forneceu
bases de como influenciar a melhor recuperacéo funcional do tecido nervoso. Desde
entdo, diversos esforgos tém sido tomados na descoberta de mecanismos que
envolvem esse processo e como melhorar a recuperagao funcional do nervo isquiatico
apos lesdo (ROTSHENKER, 2011).

Quando ocorre uma lesao traumatica, ela acarreta em dano tecidual no
local onde ocorreu o impacto fisico. Toda a regido localizada distalmente a leséo sofre
mudangas celulares que caracterizam a DW, embora ndo necessariamente essas
células tenham sofrido algum dano direto (CHEN; PIAO; BONALDO, 2015;
DEFRANCESCO-LISOWITZ et al., 2015).

Essas mudancgas celulares ocorrem principalmente pela ruptura da bainha
de mielina, e a ativagdo que a mielina causa nas células, sendo necessario limpar o
tecido desses restos de mielina. Essa limpeza vai ocorrer juntamente com as células

do sistema imunoldgico que irdo para o sitio inflamatério.
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1.2. Mecanismos envolvidos na degeneragao Walleriana

A partir da lesdo ao nervo periférico, ocorre a degradagao dos axdnios e
quebra da bainha de mielina e isso leva a uma ativagao de células de Schwann (CS)
gue passam a se desdiferenciar e a liberarem muitas moléculas, como quimiocinas,
citocinas e outros fatores que culminam na infiltragdo de mondcitos e neutrofilos
(NAPOLI et al.,, 2012; TOFARIS et al.,, 2002). Dentre as quimiocinas temos a
CCL2/MCP-1 (do inglés monocyte chemoattractant protein 1) e as citocinas IL-1a e
IL-18, como as mais importantes e levam a migracao de leucécitos circulantes para o
nervo lesionado e sua ativagao/manutengao através do reconhecimento de padroes
moleculares associados ao dano (DAMPs) produzidos no local da lesao, conforme
demonstrado em diversos estudos in vitro e in vivo anteriores, que as CS produzem e
liberam rapidamente essas moléculas em resposta a lesdo do nervo, tendo a principal
funcao atrair essa células imunes para o foco inflamagdo (PERRIN et al., 2005;
SHAMASH; REICHERT; ROTSHENKER, 2002; VAN STEENWINCKEL et al., 2015).

Ao chegarem no local da lesdo, neutréfilos e mondcitos recrutados
produzem e liberam alguns mediadores, como CXCL1/KC (do inglés keratinocytes-
derived chemokine) e CCL2, que sao importantes para o0 processo de
retroalimentagdo positiva que mantem a migragao leucocitaria constante e ativagéo
consequente de novas células recrutadas. Esse mecanismo garante a manutengao
do estado inflamatoério no local da les&o e contribui para os processos de regeneragao
que se seguem (KIGUCHI et al.,, 2013; LINDBORG; MACK; ZIGMOND, 2017).
Diversos estudos ja demonstraram que a deplecdo de CCR2 (do inglés C-C
chemokine receptor type 2), o receptor expresso nos monocitos circulantes que
chegam ao sitio inflamatério e é ativado pela CCL2, diminui consideravelmente o
numero de mondcitos que infiltram para o nervo apos lesédo (SIEBERT et al., 2000).
Além destes, outros fatores também sao responsaveis por ativar essas células
imunes, como a matriz extracelular (MEC) exposta durante a lesdo (ROTSHENKER,
2011).

Além disso, essa processo de ativacdo observado no local da lesdo pode

ocorrer através de receptores do tipo Toll (TLR do inglés Toll-like receptors) presentes
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em macrofagos, neutréfilos e em células ndo imunes, como as CS. Estes receptores
respondem a ligantes endégenos, como alarminas, que sao moléculas liberadas
rapidamente em resposta a dano tecidual e responsaveis por alertar o sistema imune.
Estudos anteriores relacionaram o papel de alarminas ligantes de calcio
S100a8/S100a9, presentes em CS no primeiro dia apds lesdo com a ativagao de
mondcitos e macrofagos (CHERNOV et al., 2015).

Além de liberar diversas moléculas pré inflamatérias e ajudar no
recrutamento de células imunes, as CS, apdés passarem pelo processo de
desdiferenciacdo, sdo capazes de remover residuos de mielina, esses residuos
inibem a sinalizagao para o crescimento axonal (HUANG et al., 2005). Além disso,
estas células secretam um grande numero de fatores troficos e moléculas de MEC,
como colageno tipo IV, que promovem a regeneragdao dos axdénios posteriormente
(CHEN; YU; STRICKLAND, 2007).

Schwann e leucdcitos infiltrantes (mondcitos/neutrofilos) ndo sao as unicas
células que possuem fungéo fagocitica durante a DW. Macréfagos residentes do nervo
ciatico compdem cerca de 7 a 9% das células desse tecido. Durante o processo de
DW, os macrofagos residentes sdo capazes de induzir a inflamagao por meio de sua
expressao de TLRs e por producao de IL-13 e IL-18 (DEFRANCESCO-LISOWITZ et
al., 2015; SCHUH et al., 2014; YDENS et al., 2012), sugerindo um potencial papel
dessas células no processo de degeneracdo. Além disso, ja foi demonstrado que
esses macrofagos residentes durante os dois dias iniciais apds lesdo por
esmagamento do nervo isquiatico, se ativam e comegam a proliferar, antes mesmo do
recrutamento de células imunes comentando anteriormente (KALINSKI et al., 2020).
De maneira mais importante esses macrofagos residentes parecem estar envolvidos
na fagocitose precoce da mielina apos lesdo do nervo isquiatico (MUELLER et al.,
2001; YDENS et al., 2020).

Um outro tipo de célula do nervo isquiatico que também é responsiva a
lesdo tecidual, sdao as ceélulas mesenquimais, que podem se diferenciar em
fibroblastos (WOLBERT et al., 2020). Durante a les&o, essas células liberam diversas

quimiocinas e citocinas que recrutam células imunes (KALINSKI et al., 2020), além de
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serem essenciais para o crescimento e regeneragéo axonal que ira ocorrer ao final da
DW (CARR et al., 2019; TOMA et al., 2020).

Uma vez que todo os restos de mielina foram fagocitados, o ambiente se
torna propicio para o crescimento axonal, e entdo CS, células
mesenquimais/fibroblastos, macrofagos residentes e mondcitos maduros, agora

macrofagos desempenham um papel importante para a regeneragéao tecidual.

1.3. Mecanismos envolvidos na recuperacdao funcional do tecido apés
degeneragao Walleriana

A cascata de eventos celulares e moleculares que ocorre durante esses
processos € um fator diferencial entre a regeneracédo do SNP em relacéo ao sistema
nervoso central (SNC). Células do nervo periférico, adotam um perfil reparativo e uma
programacao de intensa proliferacao depois da lesdo, em contraste, os axénios no
SNC permanecem envolvidos em fungdes sinapticas ou em um perfil de manutencao,

sendo um atraso para a regeneracgao tecidual (MAHAR; CAVALLI, 2018).

O sucesso da regeneragao no SNP é gracas a contribuicao de diversas
células neuronais, como as CS e fibroblastos, e ndo neuronais, como as células do
sistema imune. De fato, um grande numero de evidéncias demonstra a participagao
de células imunes inatas (neutrofilos, macréfagos e células dendriticas) e imunes
adaptativas (linfocitos T e B), tendo um papel importante na degeneragdo e
regeneragao do SNP, sendo recrutadas de horas a dias apos a lesao (BOISSONNAS
et al., 2020; CARR et al., 2019; CLEMENTS et al., 2017; KALINSKI et al., 2020;
STRATTON et al., 2018).

Apos a limpeza dos restos de mielina durante a DW, ocorre o crescimento
axonal. Nessa etapa, macrofagos desempenham um papel crucial: por meio da
producao de fatores promotores de crescimento tecidual, e estimulam remodelagao
da (MEC) para promover a regeneragao do nervo periférico (HIKAWA; TAKENAKA,
1996; PERRY; BROWN, 1992). A participagdo de mondcitos e macréfagos durante a
DW e a regeneragao axonal, se da pela sua plasticidade em responder ao

microambiente e assim, alterando o seu perfil transcricional, iniciando um estado de
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ativacao distinto, liberando uma nova gama de citocinas, quimiocinas e fatores de
crescimento (ROTSHENKER, 2011; YDENS et al., 2020).

Macrofagos ao interagirem com células ou componentes nos nervos
lesados, como CS, liberam citocinas e outros fatores de crescimento que ativam as
CS para um perfil mielinizante, culminando na regeneracao axonal (STRATTON et al.,
2018). As CS exibem um papel crucial na regeneragéo de nervos periféricos por meio
de outro mecanismo. Estudos recentes demonstraram que o microambiente no qual
essas CS estdo inseridas, a presenca do fator de crescimento transformante 3 (TGF-
B do inglés transforming growth factor) contribui para a ativagao e invasao do local da
lesdo por essas células, que ao interagir com células mesenquimais, favorecem a
recuperacao do tecido. (CLEMENTS et al., 2017).

Células mesenquimais do nervo isquiatico sao importantes também na
regeneragao axonal apos a DW. Estudos recentes demonstraram que essas células
apresentam grande capacidade de diferenciagdo em outros tipos celulares, de acordo
com o estimulo apresentado in vitro (CARR et al., 2019). Na DW, essas células estao
em grande capacidade replicativa e durante a regeneragéo axonal, liberam fatores de
crescimento, quimiocinas que induzem o ambiente regenerativo propicio para CS e
macrofagos (TOMA et al., 2020). Por sua capacidade de diferenciagéo, podem resultar
em fibroblastos e promover a reorganizacao tecidual apos a lesédo (WOLBERT et al.,
2020).

1.4. Dor neuropatica e degeneragao Walleriana

A dor é uma experiéncia complexa e multidimensional que envolve
aspectos sensorio-discriminativos, cognitivos, emocionais e motivacionais. Ela esta
associada a danos teciduais reais/potenciais ou ainda descrita em termos desse dano
(HOBBES, 1995). Tal fenébmeno tem grande importancia bioldgica de defesa e alerta
do organismo uma vez que a iminéncia de danos teciduais sinaliza para respostas
motoras reflexas de escape ou respostas autondmicas frente ao estimulo
potencialmente danoso (WILLIAMS; CRAIG, 2016).
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De acordo com a Associagao Internacional para Estudo da Dor (IASP), a
dor que persiste por trés meses ou mais € classificada como crénica. A dor crénica é
um problema de saude publica crescente, que afeta cerca de 30% dos adultos em
todo o mundo (JOHANNES et al., 2010) tém como caracteristica principal a dificuldade
de tratamento e alivio, por ndo responderem a maioria dos farmacos extensamente
utilizados na clinica médica.

As dores crbnicas sao determinadas por lesao tecidual periférica e ativagéo
persistente de nociceptores, resultando em plasticidade funcional do sistema nervoso
(alteragbes na sensibilidade nociceptiva e expressao de receptores, canais idnicos,
neurotransmissores e enzimas) contribuindo para a persisténcia do quadro doloroso,
independentemente da resolugao do processo inflamatério (COUTAUX et al., 2005).

A dor crénica pode ser dividida em diferentes subclasses de acordo com
sua origem, como: inflamatéria, a dor do cancer, a dor disfuncional e a neuropatica
(JI; XU; GAO, 2014). A dor neuropatica, é definida pela IASP como uma dor causada
por uma lesdo ou doenga do sistema nervoso somatossensorial central ou periférico
(LOESER; TREEDE, 2008). Essa patologia afeta em média de 3-17% da populagéo
mundial (BOUHASSIRA et al., 2008; COLLOCA et al., 2017). A dor neuropatica
periférica pode resultar de trauma mecanico, doengas metabdlicas - como o diabetes,
substancias quimicas neurotdéxicas — como 0s quimioterapicos, neuralgia pos-
herpética e invasao tumoral. Ja a dor neuropatica central pode ser consequéncia de
acidente vascular cerebral, lesdo na medula espinhal e esclerose multipla
(NISHIKAWA; NOMOTO, 2017; SCHOLZ; WOOLF, 2002).

A DW a partir de lesdo mecanica também pode levar a dor neuropatica.
Uma vez que ambos processos possuem mecanismos imunes correlacionados,
observou-se que camundongos que possuem o gene WIS (do inglés slow Wallerian
degeneration), gene que atrasa a degeneragdo Walleriana depois de uma leséo,
apresentaram menor limiar doloroso quando comparado a animais WT (MYERS;
HECKMAN; RODRIGUEZ, 1996).

Citocinas que sao produzidas durante a DW, ja foram descritos como
indutores de dor neuropatica (JI; CHAMESSIAN; ZHANG, 2016). Por exemplo, IL-13

e fator de necrose tumoral a (TNF-a do inglés Tumor necrosis fator a) podem
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sensibilizar axdnios intactos a produzir disparos espontaneas ou amplificar a resposta
a estimulos mecénicos e térmicos, aumento a sinalizagao dolorosa. De outro modo,
IL-18 e TNF-a induzem ainda a expresséao de fator de crescimento nervoso (NGF do
inglés Nerve growth fator), que, por sua vez, sensibiliza as terminagdes nervosas
sensoriais, produzindo dor (SAFIEH-GARABEDIAN et al., 1995; WOOLF et al., 1997).
Isso € mais evidente apos lesao parcial do nervo por esmagamento, onde alguns, mas

nao todos os axonios, encontram-se lesados (WU et al., 2002).

Dessa forma, a reducéo do limiar doloroso e atraso na neuropatia em
camundongos WIds pode ser explicada, pelo menos em parte, pela producéo reduzida
de componentes inflamatérios importantes que compdem a degeneragao Walleriana,

como as citocinas.

1.5. Interleucina 33

As citocinas da familia da IL-1 sdo caracterizadas pelo seu papel na
resposta inflamatdria. Dentre elas, a IL-1B e IL-18 sdo as mais conhecidas como
potentes citocinas pré inflamatorias (FENINI; CONTASSOT; FRENCH, 2017). Em
2005, Schmitz et al. identificaram a IL-33, também chamada IL-1F11, como uma
citocina com estruturas homologas as da familia da IL-1, em especifico IL-18, e
mostrou que a mesma se ligava a um receptor 6rfao chamado ST2 (do inglés
supression of tumorigenicty 2), este também conhecido como IL-1RL1, pertencente
aos receptores da superfamilia IL-1 (KAKKAR; LEE, 2008; O’NEILL, 2008).

A IL-1B e IL-18 séo sintetizadas em suas formas biologicamente inativas,
pro-IL-1B (33-kDa) e pré-1L-18 (33-kDa). No citosol, ambas sao clivadas pela caspase-
1 em suas formas ativas (17-kDa) e secretadas para o meio extracelular (CAYROL,;
GIRARD, 2018). Esse processo de maturagéo € caracteristico das citocinas da familia
IL-1, e consequentemente, pensou-se que a IL-33 era maturada da mesma forma
(SCHMITZ et al., 2005). Entretanto, outros estudos mostraram que a forma completa
da IL-33 (33-kDa) tem atividade bioldgica, independente da agdo de caspase-1
(OHNO et al., 2009; TALABOT-AYER et al., 2009) e caso ocorra sua clivagem, em um
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ponto especifico da cadeia da IL-33 (especificamente, no meio do dominio IL-1 like),
leva a inibicdo da sua atividade bioldgica (CAYROL; GIRARD, 2018; LUTHI et al.,
2009).

Além da presenga do dominio IL-1 like, a estrutura proteica da IL-33 é
composta também do dominio central e do dominio nuclear, que ancora essa citocina
ao nucleo (LIEW; GIRARD; TURNQUIST, 2016). Estudos in vitro e in vivo
demonstraram que serino proteases produzidas por neutréfilos (LEFRANCAIS et al.,
2012a) e mastocitos (LEFRANCAIS et al., 2014) clivam uma regido especifica do
dominio central, anterior ao dominio IL-1 like, tornado a IL-33 em uma forma curta
matura de 18-21 kDa. Adicionalmente, observou que essa cadeia curta teve um
aumento significativo na atividade biolégica em comparagéo a sua forma completa.
Esses estudos foram cruciais para estabelecer que a maturacido proteolitica era
importante para a regulacdo bioativa da IL-33 (CAYROL; GIRARD, 2018), e que
proteases liberadas por neutrofilos durante infecgées e mastocitos durante alergias,
respectivamente, eram criticas para a ativacdao de respostas de perfil tipo 1
(inflamatérias com neutrofilos) e 2 (alérgicas como mastocitos) da 1L-33
(LEFRANGCAIS et al., 2012b; LEFRANCAIS et al., 2014).

A IL-33 é expressa por células nao hematopoiéticas como no nucleo de
células endoteliais e epiteliais (CAYROL; GIRARD, 2014a) e também em células de
tecidos expostos ao ambiente como a pele (ALLAKHVERDI et al., 2007; MOUSSION;
ORTEGA; GIRARD, 2008). Além disso, a IL-33 é liberada por essas células em
resposta a lesbes ou traumas, funcionando como uma alarmina, similar a citocinas
como IL-1a e grupo 1 de alta mobilidade (HMGB1 do inglés High mobility group box
1), ambas conhecidas por sua fungédo como sinalizadoras de dano tecidual (CAYROL;
GIRARD, 2014a; HARALDSEN et al., 2009; JI; XU; GAO, 2014).

Além disso, a IL-33 exerce suas funcdes pro inflamatdrias via complexo IL-
33/ST2L/IL-1RaP (ALI et al., 2007; HAN et al., 2016; PALMER et al., 2008), de forma
que IL-33 se liga ao receptor ST2 e recruta a IL-1RaP, uma proteina acessoéria da IL-
1R, formando assim o complexo (ABD RACHMAN ISNADI et al., 2018). Existem

variagbes do receptor ST2. Além de ST2, que é acoplado a membrana, existe a
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isoforma ST2 soluvel (sSt2), idéntica a ST2, que fica no meio extracelular e funciona
como um regulador enddgeno, por impedir a ligagao da IL-33 ao receptor membranar
(PALMER et al., 2008).

Apo6s a formacdo do complexo, a sinalizagcdo é induzida através do
adaptador MyD88 (do inglés Myeloid differentiation primary response 88), juntamente
com as quinases IRAK1 (do inglés Interleukin-1 receptor-associated kinase 1), IRAK4
(do inglés Interleukin-1 receptor-associated kinase 4) e TRAF6 (TNF receptor
associated fator 6), culminando na ativagao da enzima Proteino-quinases ativadas por
mitégenos (MAP do inglés Mitogen Activated Protein Kinases) e do fator de transcrigéo
fator nuclear kappa B (NFkB do inglés factor nuclear kappa B) (LIEW; GIRARD;
TURNQUIST, 2016; SCHMITZ et al., 2005). Essa via de sinalizagao nas células é
semelhante a IL-1p e IL-18 (ABD RACHMAN ISNADI et al., 2018).

1.6. Participagdo da IL-33 na dor e na regeneragao do sistema nervoso
central

A via da IL-33/ST2 e sua relagdo com a dor foi primeiramente descrita em
2008, em modelos murinos de hipernocicepgao articular induzida por antigenos. Os
autores elucidaram que o mecanismo de hipernocicepc¢ao da IL-33 se dava a partir da
liberacdo de TNF-a, IL-1B e Interferdo-gama (IFN-y do inglés Interferon-gama),
demostrando o pleiotropismo da IL-33 no desencadeamento de respostas de perfil
inflamatorio (VERRI et al., 2008) e alérgico (SCHMITZ et al., 2005). Ademais, a
expressao de IL-33 esta aumentada em modelos que apresentam a dor como
condigéo clinica, como artrite induzida por antigeno (AlA) (ZARPELON et al., 2017),
artrite induzida por colageno (CIA) (XU et al., 2008) e injecédo de carragenina (PINHO-
RIBEIRO et al., 2016; ZARPELON et al., 2013).

Ademais, a IL-33 ativa neurdnios no ganglio da raiz dorsal que expressam
ST2, a partir da resposta desenvolvida contra alérgenos. Nesse estudo, porcentagens
diferentes de neurdnios eram ativados para os agonistas TRPV1 (do inglés Transient

receptor potential cation channel subfamily V. member 1) e TRPA1 (do inglés Transient
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receptor potential cation channel, subfamily A member 1), demonstrando que a
expressao neuronal de ST2 pode levar a um papel nociceptivo da IL-33 (CHIU et al.,
2014; FATTORI et al., 2017; LIU et al., 2016). Ela também interage com células
imunes que estao participando do processo doloroso, por exemplo, macréfagos e
neutrofilos. O recrutamento de neutrdfilos ja € bem descrito tanto na dor aguda
(CUNHA et al., 2008) quanto na dor cronica (FATTORI; AMARAL; VERRI, 2016). Os
neutréfilos recrutados produzem e liberam varios mediadores pré inflamatérios e
citocinas hiperalgésicas como IL-1B, TNF-qa, IL-6, espécies reativas de oxigénio (ROS
do inglés Reactive oxygen species), Prostaglandina E2 (PGE2 do inglés prostaglandin
E>), e esses mediadores podem acabar ativando e sensibilizando nociceptores
(FATTORI et al., 2017; FATTORI; AMARAL; VERRI, 2016). Em adigdo, existe uma
interacao especifica da IL-33 com neutréfilos, visto que TNF-a induz a expressao de
ST2 em células neutrofilicas de individuos saudaveis, estimulando positivamente a

quimiotaxia em modelos de AIA em camundongos (VERRI et al., 2010).

Ainda em relagéo a dor, recentemente foi demonstrado a participagéao da
IL-33 na dor neuropatica, a partir de lesao no nervo ciatico por CClI (do inglés Chronic
constriction injury), a partir da induzir a producédo de IL-33 por oligodendrécitos e

ativagao de astrocitos e microglia a partir do receptor ST2 (ZARPELON et al., 2016).

As células gliais sdo importantes para o suporte do SNC, e possuem
fundamental importdncia em diversas desordens inflamatérias. Além da dor
neuropatica, outros estudos demostraram o papel da sinalizacido via IL-33 na
regeneragao tecidual, em células gliais no modelo de lesdo na medula espinal (SCI
do inglés spinal cord injury) (GADANI et al., 2015; LONGHI-BALBINOT et al., 2016;
POMESHCHIK et al., 2015).

Em 2015, Gadani e colaboradores, por um modelo de SCI, observaram
uma populacao especifica de oligodendrécitos como sendo a principal fonte de IL-33
no sistema nervoso central. Essas células, ao sofrerem necrose, apos lesao, liberam
IL-33, levando a ativagéo de astrocitos e micréglias. Estes ultimos liberando CCL2, e
recrutam mondcitos, que sdo ativados via IL-33 para perfil M2, reparando o tecido e

protegendo da desmielinizagdo (GADANI et al., 2015). O mesmo tipo de resposta
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protetora foi visto em outro estudo, utilizando o mesmo modelo de SCI, no qual a
injecdo da recombinante de IL-33 (rlL-33) diminuiu o dano secundario promovendo
diminuicdo da expressao de TNF-a e aumento da polarizagdo de macréfagos para
perfil M2, contribuindo para recuperacgao tecidual (POMESHCHIK et al., 2015).

Em 2020, Ydens e colaboradores, mostraram o perfil de expressao de
macrofagos residentes do nervo isquiatico, apés o modelo de esmagamento do nervo
(Crush Nerve Injury). Foi vista a dindmica e perfil de expressao que esses macrofagos
apresentaram e demonstraram que essas células tinham aumento da expressao do
receptor IL1-RL1, Unico receptor conhecido para IL-33 (YDENS et al., 2020).

Além disso, Stratton, em 2018, realizou um scRNA-Seq em macrofagos
residentes (CX3CR1+ - do inglés CX3C chemokine receptor 1) e mondcitos (CCR2+)
selecinados de nervo isquiatico apés modelo de esmagamento, e observou que essas
células super expressavam diversos fatores de crescimentos; citocinas inflamatérias
(TNF-a, IL1-B) e anti inflamatérias (IL-10), além do aumento de expressao de IL-33
(STRATTON et al., 2018).

Contudo, ainda nao foi descrito na literatura o papel da IL-33 nessa
condigao patoldgica, apesar dos crescentes trabalhos sobre sequenciamento do nervo
ciatico. Sabe-se que a DW leva a uma inflamagao e migragéo de células imunes para
o nervo inflamado, causando dor neuropatica. Contundo, estudos sdo necessarios
para elucidar o possivel papel da IL-33 nas neuropatias do nervo isquiatico e podendo

contribuir com o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas.

Assim, a hipotese deste trabalho é que a IL-33 é presente no sistema
nervoso periférico,e atuando como alarmina, promove recrutamento dos leucdcitos
circulantes; manutencdo do estado inflamatério na DW, e contribuem para a dor

neuropatica.
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2. OBJETIVO

21. Objetivo geral

Avaliar a participacdo da IL-33 na degeneracdo Walleriana no nervo

isquiatico de animais submetidos a lesdo por modelo de esmagamento.

2.2. Objetivos Especificos

2.2.1. Caracterizar a expressao da (1133, il1rl1 e il1rap) por meio das re-analises de

dados de sequenciamento de célula unica no nervo isquiatico;

2.2.2. Caracterizar o perfil da expressao génica da IL-33 e IL1RL1 em diferentes dias

de lesao por esmagamento do nervo isquiatico;
2.2.3. Avaliar a participagao da IL-33 na sensagao nociceptiva de animais apos lesao;

2.2.4. Avaliar a participacao da IL-33 durante a migragao de células para o local da

lesao;
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Animais

Foram utilizados camundongos C57BL/6 selvagens (WT do inglés Wild
Type) como controle para os animais deficientes para a citocina IL-33 (//336/Gfp)
(OBOKI et al., 2010). Camundongos foram criados no Biotério Central do Campus de
Ribeirao Preto da Universidade de Sado Paulo e no Centro de Criacdao de
Camundongos Especiais da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto e mantidos no
biotério do Departamento de Farmacologia, sob condicoes de temperatura e ciclo
claro/escuro controlados, com livre acesso a ragao e agua ate o dia do experimento.
Todos o0s experimentos seguiram as normas éticas estabelecidas para
experimentagdo com animais, recomendadas pela IASP (/International Association for
the Study of Pain) (ZIMMERMANN, 1983). Além disso, todos os protocolos foram
aprovados pelo Comité de Etica para uso de animais (CEUA: 150/2020).

3.2. Re-analises de dados de sequenciamnto de célula unica

Os dados publicos de single cell RNA-seq de nervo isquiatico de
camundongo de grupos controle e lesionado em 3 e 9 dias (GSE147285 e
GSE120678) foram reanalisados (TOMA et al., 2020). As tabelas de contagens de
cada grupo foram carregadas e convertidas para matrizes esparsas. O pacote Seurat
v3.1 (STUART et al., 2019) foi utilizado para importar as matrizes esparsas e uma
etapa de pré-processamento foi realizada para filtrar células com baixa qualidade
baseado em trés parametros (hCounts <10000, numero de genes expressos entre 200
e 5000, percentual de expressao mitocondrial <5%). As contagens remanescentes
foram normalizadas e os 3000 genes mais varidveis foram identificados,
posteriormente escalonados levando em consideragao o percentual mitocondrial. A
analise de componente principal foi realizada utilizando os genes variaveis e os 30

primeiros componentes principais foram utilizados para identificar os grupos celulares.
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Os genes marcadores informados pelos autores foram utilizados para anotacéo de
cada grupo celular. Os genes marcadores das células mesenquimais foram
identificados utilizando os parametros padrao da funcédo FindMarkers. Essa funcéo foi
utilizada para identificar os genes diferencialmente expressos, a partir desses
parametros: logfc.threshold = 0,25 e min.pct = 0,1, quando comparadas as células
mesenquimais contra os outros tipos celulares e quando comparadas as células

mesenquimais entre elas proprias, nas trés condi¢cdes analisadas.

3.3. Modelo experimental de esmagamento do nervo isquiatico

O modelo experimental de esmagamento do nervo isquiatico (CNI do inglés
Crush nerve injury), busca reproduzir as caracteristicas clinicas de uma neuropatia
causada por lesdo mecanica do nervo. Sob anestesia com isoflurano a 2%, foi feita
uma incisao e o musculo divulsionado até que fosse possivel a visualizagdo do nervo
isquiatico antes de sua ramificagdo em trés segmentos, conforme pode ser visualizado
no desenho representativo na Figura 1. O nervo foi entdo isolado com uma pinga de
vidro, e esmagado 1 cm acima de sua trifurcagao, por 30 segundos, com uma pinga
de 2 mm de largura, conforme descrito anteriormente (BOBINSKI et al., 2011, 2015).
A sutura foi realizada com fio de seda 4.0 (agulha de 12 17mm D2764 — Ethicon,
Johnson & Johnson) e o controle negativo envolveu a exposi¢céo e o isolamento do

nervo isquiatico sem o esmagamento utilizado o lado contralateral (Contra) a lesao.
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Figura 1. Desenho representativo do modelo experimental de CNI.
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Fonte: (KALINSKI et al., 2020)

3.4. Avaliagao nociceptiva

Para todos os testes de avaliagdo nociceptiva, os camundongos foram
colocados em uma caixa de acrilico para ambientagao por um periodo minimo de 30

minutos.

3.4.1. Avaliagao nociceptiva mecanica — teste de von Frey filamentos

A avaliagdo de hipersensibilidade nociceptiva em camundongos foi
realizada como previamente descrito por Cunha e colaboradores (Cunha et al., 2004),
utilizando filamentos de von Frey (North Coast Medical, Inc. Morgan Hill, CA). Em
sintese, os animais foram acondicionados em caixas de acrilico, cujo assoalho é
constituido por uma rede de malha de arame nao maleavel, para ambientagdo. Essa
técnica utiliza uma série de monofilamentos de nailon para medir limiares de forca
dentro de um conjunto de 20 monofilamentos com aumento da rigidez (0,008g a 300g

de forga). Para avaliagdo em camundongos foram utilizados filamentos de 0,008 a 2g,
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os quais foram aplicados perpendicularmente, sobre a regido plantar da pata traseira
operada dos animais, por um periodo aproximado de 3 segundos ou até que o animal
demonstrasse comportamento nociceptivo, caracterizagdo por flexao seguida de
retirada da pata (flinch). O filamento de menor forga capaz de induzir resposta foi

determinado como sendo o limiar mecéanico de retirada.

3.4.2. Avaliagao nociceptiva mecanica — teste de von Frey eletronico

Os experimentos foram realizados com anestesidémetro eletrénico (modelo
1601 C, Life Science Instruments California, USA) que consiste em um transdutor de
pressao conectado a um contador digital de forga expresso em gramas (g). A captacéo
da pressao é feita pelo contato do transdutor de pressao a pata, que é realizado
através de uma ponteira de polipropileno (utilizada para pipetas de volume maximo de
20 L) conectada ao transdutor. A avaliagdo da nocicepcdo na pata consiste na
aplicacéo, por entre as malhas da rede, de uma pressao linearmente crescente no
centro da planta da pata do camundongo, até que o animal flexione a pata, produzindo
uma resposta de retirada, a intensidade de hipernocicepgcdo mecéanica articular é

quantificada através de valores absolutos de limiar mecanico (gramas).

3.4.3. Teste de Placa Quente (Hot plate)

O teste de placa quente (EDDY; LEIMBACH, 1953) consiste em introduzir
o animal num espaco cilindrico, com um pavimento constituido por uma placa metalica
aquecida a uma temperatura constante. O animal é impedido de sair do espaco
delimitado, o que induz uma resposta nocifensiva a placa quente. Sao 3 principais
componentes comportamentais produzidos: o sacudir das patas traseiras — mediado
por fibras tateis e ndo nociceptivas (AB) ou ainda a lambida das patas traseiras e o
pulo - ambas consideradas respostas supraespinhais integradas (centrais),
essencialmente nociceptivas. Os animais foram submetidos ao teste apds dois

treinamentos em dias prévios ao ensaio. Tanto os treinamentos quanto o teste
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consistiram em colocar o animal sobre a superficie aquecida a 48°,52° e 56°C e
cronometrar o tempo até que exibisse as respostas de lambida ou pulo, com um cut

off de 60 ou 30 segundos.

3.4.4. Teste de locomogao induzida no rotarod

O teste de locomocgao induzida no rotarod € um teste de desempenho
baseado na capacidade do animal em caminhar e se manter em uma haste giratoria.
No teste, o animal é colocado em um cilindro giratério horizontalmente orientado
(haste) suspenso, que € baixo o suficiente para nao ferir o animal, mas alto o suficiente
para induzir aversao a queda. Roedores naturalmente tentam permanecer no cilindro
rotativo, evitando cair, 0 que consideram potencialmente nocivo. O periodo de tempo
que um dado animal fica nessa haste giratéria € uma medida de equilibrio,
coordenagado motora, condigado fisica e planejamento motor. Os animais foram
submetidos a dois treinamentos no dia anterior ao teste, a fim de reconhecer e
aprender a caminhar sobre cilindro, reduzindo a possibilidade de queda inespecifica
ao dia do teste. Tanto o treinamento como o teste consistiram em submeter os animais
a caminhada no rotarod a uma velocidade de 22 rpm por 120 segundos (DUNHAM;
MIYA, 1957).

3.5. Coleta de amostras

Os animais foram anestesiados com ketamina (100mg/kg, i.p) e xilazina
(10mg/kg, i.p) para a coleta de amostras para realizagéo dos experimentos de biologia
molecular e citometria de fluxo. Apds anestesia completa, os animais foram
perfundidos com solugéo tampao PBS (phospophate-buffered saline, pH 7,2-7,4), em
temperatura ambiente, por 2 minutos (5 mL/min). Em seguida foi feita uma incisao

craniocaudal no dorso do animal, seguida de abertura por planos, até a exposigao das
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ldaminas 6sseas da coluna vertebral. Amostras do nervo isquiatico ipsilateral a cirurgia

(granuloma) e contralateral, medindo entre 3 a 5 mm, foram coletadas.

3.6. Reacao em cadeia de polimerase-transcriptase reversa em tempo real
(QRT-PCR)

3.6.1. Avaliacado da expressao génica: Extracdo de RNAm e RT-PCR em tempo
real

As expressdes do RNA mensageiro (RNAm) foram avaliadas por RT-PCR,
gue consiste na sintese de moléculas de DNA complementar (DNAc), a partir da agao
da enzima transcriptase reversa (RT) sobre o RNAm de cadeia simples. Em seguida
fez-se a reacdo em cadeia da polimerase (PCR em tempo real), a qual consiste em
sintetizar grandes numeros de copia de uma regido especifica da regido génica de
interesse, utilizando, sequéncia de primers especificas, diferentes temperaturas e a

enzima DNA polimerase.

3.6.2. Coleta das amostras

Amostras do nervo isquiatico foram coletadas de animais neuropaticos ou
naive/sham previamente perfundidos intracardialmente e estocadas em 500 pL de

solugéo de Trizol (Sigma-Aldrich) a -70°C.

3.6.3. Processamento das amostras e extragdo do RNAm

Os tecidos juntamente com Trizol foram homogeneizados, utilizando o
homogeneizador (IKAT 10 basic ultra-turrax). A extracdo do RNAm total foi realizada
como se segue: para cada 500 L de suspenséo (tecido + Trizol), foram adicionados
200 pL de cloroférmio (Merck) e 100 yL de agua (Sigma-Aldrich). Apds agitagao em
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vortex, as amostras foram centrifugadas a 14.000 rpm por 15 minutos a 4°C e a fase
aquosa, contendo RNA, foi transferida para outro tubo, que ja continha 400 pL de
isopropanol (Merck) gelado. Em seguida as amostras foram agitadas no vortex e
incubadas overnight a -20°C. No dia seguinte, as amostras foram novamente
centrifugadas a 14.000 rpm por 15 minutos a 4°C. Apds este procedimento, o liquido
sobrenadante foi descartado cuidadosamente, ficando aderido aos tubos o precipitado
de RNA. Esse precipitado foi lavado duas vezes de forma sucessiva, com 500 uL
alcool etilico 80% e 500 pL alcool etilico absoluto. Em cada lavagem as amostras
foram agitadas no voértex e posteriormente centrifugadas a 7000 rpm por 10 min a 4°C.
O sobrenadante foi descartado e o precipitado de RNA foi ressuspenso em agua ultra-
pura (Sigma-Aldrich). A concentragao de RNA foi determinada por meio da densidade

optica no comprimento de onda de 260 nm, utilizando o aparelho nanoVue plus GE®.

3.6.4. Sintese de DNAc e ensaio de qPCR em tempo real

A transcricdo de RNAm para DNAc, foi feita por meio da atividade da
enzima transcriptase reversa MultiScribe®, utilizando-se 300-500 ng de RNAm total,
e os demais reagentes fornecidos pelo kit de transcricao reversa de RNAm em cDNA
- High-Capacity (Invitrogen Life Technologies Corporation, Carlsbad, CA). Para essa
reacao foram utilizados tempos e temperaturas estabelecidos pelo fornecedor do Kit.
A reacao quantitativa do PCR-RT foi feita no aparelho stepOne Plus Real-Time PCR
System, usando o sistema de fluorescéncia SYBR-green® Master Mix (Invitrogen,
Carlsbad, USA). O PCR-RT foi executado com volume final de 6,25 yL usando SYBR-
green (3,125uL SYBR-green® + 0,25 uL de primer sequéncia sense + 0,25 uL primer
sequéncia antisense + 1,625 uL de 4gua) e 1 uL de amostra de cDNA. A placa na qual
esses reagentes e amostras foram pipetados foi mantida a 95 °C (10 min), e mais 40
ciclos de 94°C (1 min), 56° C (1 min) e 72° C (2 min). A curva de dissociagao, para as
amplificagbes com SYBR®, foram analisadas a 65-95°C, para verificar se apenas um
produto foi amplificado. Amostras que tiveram mais de um pico foram excluidas. Os
resultados foram analisados através do método comparativo de “cycle threshold” (CT)

(2-AAct). Os niveis de expresséao relativa dos genes alvos foram normalizados com
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base na expressao de GAPDH como controle enddgeno. As sequéncias dos pares de

primers (camundongo) utilizados estdo demonstradas na tabela abaixo.

Tabela 1 - Sequéncia de primers utilizados nas reagées de gPCR em tempo real.

ALVO SEQUENCIA SENSE SEQUENCIA ANTI-SENSE

Gapdh | 5-GGGTGTGAACCACGAGAAAT-3 | 5-CCTTCCACAATGCCAAAGTT-3’

1133 5-TCCTTGCTTGGCAGTATCCA-3* | 5-TGCTCAATGTGTCAACAGACG-3’

i1 | 5-GCAATTCTGACACTTCCCATG-3" | 5-ACGATTTACTGCCCTCCGTA-3’

Cxcl1 5-ACCCGCTCGCTTCTCTGT-3 5-AAGGGAGCTTCAGGGTCA-3’

Iba1 5-TGAGGAGCCATGAGCCAA-3’ 5-GCTTCAAGTTTGGACGGC-3’

Fonte: Elaborado pelo autor.

3.7. Citometria de fluxo

Suspensbes celulares provenientes do nervo isquiatico de camundongos
lesionados e seu respectivo controle (animais sham) foram analisadas por citometria
de fluxo. Primeiramente, o tecido em questédo foi coletado de animais previamente
perfundidos transcardialmente com PBS 1x. Para o isolamento das células do nervo
isquiatico, o tecido coletado foi cortado em pequenos pedacgos e, posteriormente,
incubado em solug&o contendo 2% de colagenase do tipo Il (Sigma-Co, St Louis, EUA)
por 1 hora a 37°C. A reagao da enzima foi bloqueada com PBS 1x contendo 10% de
soro fetal bovino. Em seguida, os 6rgaos foram macerados em cell strainer de 40um,
centrifugado a 500 x g por 10 minutos a 4°C e ressuspensos em PBS 1x para a
quantificacdo e analise de viabilidade celular em camara de Neubauer. Uma vez
obtidas as suspensdes celulares do tecido em questéo, as células foram incubadas

por 15 minutos, a temperatura ambiente e sob abrigo da luz, com anticorpos
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monoclonais especificos para as moléculas de superficie a serem analisadas. Apos

incubacéao, as células foram lavadas 2 vezes com PBS 1X e entdo adquiridas no

aparelno BD FACSCanto Il (BD Biosciences). Os anticorpos utilizados para as

marcagdes extracelulares foram: anti-CD45 (clone), anti-Ly6C, anti-Ly6G (clone) e

anti-F4/80 (clone). Os dados obtidos foram analisados no software FlowJo X (Tree

Star, Ashland, OR). Todos os anticorpos utilizados estao descritos na Tabela 2.

Tabela 2 — Anticorpos conjugados utilizados para citometria de fluxo.

ANTICORPOS FATOR DE EMPRESA cODIGO
CONJUGADOS DILUICAO PRODUTORA CATALOGO
7-AAD Viability 1:5000 Thermo Fisher 00-6993-50
Staining
Rat anti-mouse 1:300 BD Bioscience Clone 30-F11
CD45 - BV421
Rat anti-mouse 1:250 BD Bioscience Clone M1/70
F4/80 — BV500
Rat anti-mouse 1:250 Thermo Fisher 45-5932-82
Ly6C - PerCP-
Cy5.5
Rat anti-mouse 1:250 BD Bioscience Clone RB6-8C5
Ly6G - APC

Fonte: Elaborado pelo autor.

3.8. Estatistica

Os resultados foram expressos como a média * erro padrdo da média

(E.P.M.) por grupo de cinco a oito animais. A analise dos resultados foi feita pelo teste

de analise de variancia (ANOVA) de uma via (one-way) ou duas (two-way), seguido
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do teste de Tukey, para comparagao entre os diferentes grupos. Para comparar dois
grupos de variaveis ndo-pareadas, utilizou-se o teste t de student. As diferengas foram
consideradas significativas para valores de p<0.05. A realizacdo das analises
estatisticas citadas e confecgdo dos graficos foi realizado utilizando o programa
GraphPad Prism 9.02.
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4, RESULTADOS

4.1. Analise da expressao génica de IL33, ll1rI1 e llIM1Rap nos agrupamentos
celulares presentes no nervo isquiatico em diferentes dias de degeneragao
walleriana

Uma vez que ja foi demonstrado a presenca da IL-33 na medula espinal,
sendo importante para a biologia do tecido apds a ocorréncia de uma lesao direta.
Nossa primeira pergunta foi: Qual a principal fonte celular da IL-33 e do complexo

[11rl11/IMrap no nervo isquiatico?

A partir de dados publicos (GSE 147285 e GSE 120678) analisamos o
sequenciamento de células unicas de nervo isquiatico de camundongos nao
lesionados e lesionados nos dias 3 e 9 pelo modelo de transeccao do nervo isquiatico
(CARR et al., 2019; TOMA et al., 2020). Este modelo ¢é diferente do CNI, mas ambos
levam aos mesmos mecanismos de degeneracgéo walleriana e regeneragéo axonal. E
assim, foi possivel verificar o perfil de expressao dos genes il33, il1rl1 e il1rap dentre
os diferentes tipos celulares, bem como entre os nervos nao lesionados e lesionados

nos dias trés e nove.

As populagdes que compde no nervo isquiatico sdo bem heterogéneas
(Figura 2) e com o curso da lesdo, a proporgao dessas células presentes no tecido vai

sendo alterado.

No nervo saudavel (ndo lesionado) observamos oito tipos de agrupamento
celulares, dentre eles, células mesenquimais (epineural, perineural, endoneural),
células endoteliais, perictos, células Schwann mielinizantes e ndo mielinizantes € um
agrupamento de células imunes, que contém apenas células de origem mieldide, que
acabaram sendo agrupadas, devido ao baixo numero de células presentes (Figura
2a). O numero total de cada tipo celular e a porcentagem das mesmas dentre todas

as populacgdes esta informado na Tabela 3.



Tabela 3 — Numero total
presentes no nervo saudavel.
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e porcentagem dos diferentes tipos de células

Tipo de células Ndmero total Porcentagem
Mesenchymal epineurial 385 20,94
Mesenchymal endoneurial 432 23,50
Mesenchymal perineurial 67 3,64
Endothelial 391 21,27
Pericytes 162 8,81
non-mielynating Schwann 265 14,4
Myelinating Schwann 83 4,51
Immune cells 53 2,88

Fonte: Elaborado pelo autor.

No nervo 3 dias apds transecgao foram identificados oito tipos de

agrupamentos celulares, células mesenquimais (epi/perineural e endoneural), células

endoteliais, a partir da lesdo surge o agrupamento de macréfagos, células de

Schwann, pericitos e as demais células de origem mieldide, mas em quantidade

pequena, sendo assim, agrupadas em células imune (Figura 2b). O numero total de

cada tipo celular e a porcentagem das mesmas dentre todas as populagbes esta

informado na Tabela 4.
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Tabela 4 — Numero total e porcentagem dos diferentes tipos de células
presentes no nervo d3 apods transecgao.

Tipo de célula Numero total Porcentagem
Mesenchymal epi/perineurial 843 40,96
Mesenchymal endoneurial 255 12,39
Endothelial 223 10,83
Pericytes 81 3,93
Schwann 129 6,26
Macrophages 393 19,06
Undetermined leukocytes 43 2,08
Immune cells 91 4,41

Fonte: Elaborado pelo autor.

No nervo nove dias apos transeccgio, no qual se apresentou como a analise
mais heterogénea em relacdo aos agrupamentos identificados, foram descritos onze
tipos, células mesenquimais (epineural, perineural, endoneural), pericitos, endotelial,
células de Schwann, macréfagos e com um maior nimero de células o agrupamento
de células imunes, dos dias anteriores se dividiu e deu origem aos grupos de linfécitos
B, linfécitos T, células NK, mastdcitos (Figura 2c). O numero total de cada tipo celular
e a porcentagem das mesmas dentre todas as populagdes esta informado na Tabela
5.
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Tabela 5 — Numero total e porcentagem dos diferentes tipos de células
presentes no nervo d9 apods transecgao.

Tipo de célula Numero total Porcentagem
Mesenchymal epineurial 850 22,94
Mesenchymal endoneurial 333 8,98
Mesenchymal perineurial 81 2,18
Endothelial 497 13,41
Pericytes 262 7,07
Schwann 475 12,82
Macrophages 479 12,92
Undetermined leukocytes 122 3,29
B cells 373 10,06
T cells 160 4,31
NK cells 38 1,02
Mast cells 35 0,94

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 2. Analise de scRNA-seq demonstram as diferentes populagées
presentes no nervo ciatico com lesao. Foram utilizados dados publicos (GSE
147285 e GSE 120678) contendo sequencimaneto de células unicas do nervo
isquiatico de camundongos sem lesao e nervos lesionados por transecg¢ao coletados
nos dias 3 e 9 apos leséo. Visualizagdo dos agrupamentos UMAP de transcritos de
(a) células do nervo isquiatico saudavel, (b) de células do nervo isquiatico lesionados
no 32 dia por transecgéo e (c) células do nervo isquiatico lesionado no 92 dia por
transeccéo.
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Quando analisado o perfil de expressdo do gene il33, identificamos que
este gene se expressa majoritariamente nas células mesenquimais, sendo em grande
guantidade no nervo isquiatico ndo lesionado no subtipo endo e perineural em torno
de setenta e cinco porcento (Figura 3a) e no nervo 3 dias e 9 dias apds transecgao
em todos os subtipos de mesenquimais, entretanto, a porcentagem de células

expressando essa citocina diminuiu. (Figura 3b e c).

O receptor IL1RL1 esta expresso no agrupamento de células imunes
(Figura 3a-b) e isto se altera ap6s o nono dia com a expressao variando entre 76 a

100% dos mastécitos e 0 a 24% de células T (Figura 3c).

O receptor acessorio IL1RaP, embora expresso em um percentual menor
(0 a 24%) de células Schwann mielinizantes e ndo mielinizantes em nervo saudavel
(Figura 3a), mesmo que com a lesao essas células passem por uma desdiferenciagao
e consequentemente expressem outros genes em relagao as células de Schwann do
nervo saudavel, a expressdo desse gene se manteve no cluster das células de

Schwann (Figura 3b-c),
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Figura 3. Caracterizacao da IL-33, IL1RL1 e IL1Rap nas diferentes populagoes
em diferentes dias de lesao do nervo isquiatico. Violin plots demostrando a
expressao relativa dos genes il33, il1rl1 e il1rap nos diferentes agrupamentos de (a)
células do nervo isquiatico saudavel referentes a figura 1a, (b) de células do nervo
isquiatico 3 dias apos transecgao referentes a figura 1b e (c) de células do nervo
isquiatico 9 dias apds transecgao referentes a figura 1c.

A fim de possuir um valor estatistico para essa diminuicdo da expressao de
IL-33 com o curso da lesao, realizamos analise de expressao diferencial de todas as
células mesenquimais em relagédo as outras populagdes nos transcritos do nervo
saudavel e nos diferentes dias de lesdo. Observamos que a porcentagem de

expressao de IL-33 esta diminuindo com o curso da lesao nas células mesenquimais
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(Pct.1 - Tabela 3), como ja haviamos observado, entretanto, apenas o valor de PCT
nao é suficiente para concluir que ocorreu essa diminuigdo de expressao. Entdo, ao
observamos que o fold change da expressdo diminui com o curso da lesdao (Avg-

log2FC — Tabela 3), conseguimos concluir que a expressao da citocina diminuiu.

Tabela 6 — Expressao diferencial do gene da IL-33 presente nas células
mesenquimais em relagao as demais populagdes nos diferentes dias.

Alvo p-value Avg-log2FC | Pct.1 | Pct.2 | P_value adjust
Nervo saudavel | 8,48e-92 0.917 0.457 | 0.026 1,15e-87
Transecc¢ao d3 1,11e-50 0.670 0.333 | 0.035 1,66e-46
Transeccao d9 | 2,64e-133 0.507 0.286 | 0.011 4,08e-129

Fonte: Elaborado pelo autor.

Legenda: Avg-log2FC: Média da mudanga de expressdo em base de Log2, quantas vezes o gene aumentou
(valores positivos) ou diminuiu (valores negativos) sua expressao. Pct.1:Percentual de células expressando o gene
no grupo das células mesenquimais. Pct2: Percentual de células expressando o gene nos demais grupos, com
excecédo do grupo da Pct.1. P-Value adjust: p<0,05.

Dessa forma, nossas analises de bioinformatica sugerem que a IL-33 esta
presente no nervo isquiatico durante degeneragao walleriana e que pode estar sendo
liberada pelas células mesenquimais uma vez que sua expressao diminui ao longo do
tempo e assim, contribuindo diretamente para o processo degenerativo no nervo
isquiatico. Além disso, o receptor IL1RL1 parece esta expresso em células imunes
residentes e infiltrantes apds a leséo, e a partir do nono dia, os mastdcitos passam a
ser majoritarios na expressao desse receptor e o0 receptor acessoério IL1Rap esta

expresso marjoritariamente em células de Schwann.
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4.2. Andlise da presenca de IL-33 em populagoées de origem mieldide e nao
mieldide utilizando animais transgénicos

Uma vez que a analise dos sequenciamentos nos mostrou que as células
mesenquimais sdo as principais a expressarem |L-33 no nervo isquiatico. Nossa

préxima pergunta foi: Quais células expressam |IL-33 apéds lesdo por CNI

Assim, avaliamos por citometria de fluxo a presenca de populacdes
CD45*IL-33* e CD451L33* em ambos animais homozigotos (//3367GP) e
heterozigéticos (//336%/*), e coletamos o nervo isquiatico cinco dias apés o CNI. Como
controle foi utilizado o nervo contralateral a leséo, utilizando a seguinte estratégia de

gates (Figura 4).
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Figura 4. Esquema de gates para citometria de fluxo a fim de estudar as
populagdes positivas para IL-33. As células foram entdo bloqueadas com altura de
disperséo direta (FSC-H) e FSC-A para encontrar células unicas e excluir duplets. As
células vivas foram isoladas por coloragédo negativa para corante de viabilidade (Live
and Dead). Nos nervos, leucdcitos foram analisados da seguinte forma: as células
mieloides (CD45+) e de origem neuronal (CD45-) foram separadas. A seguir, cada
grupo foi analisado para presenca de 1L-33 (CD45-IL33+) e (CD45+IL33+).
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Os resultados obtidos da citometria de fluxo mostram que n&o ha diferencga
nas células mieldides CD45" que expressam IL-33 e isso € independente da lesao
(Figura 4e-f). De forma contraria, a frequéncia de IL-33 em células CD45"é bem maior
que em células CD45+ (Figura 4g). Além disso, em nervos lesionados a frequéncia,
mas nao o numero absoluto de células CD457IL-33* diminuem em relacdo aos nervos

nao lesionados (Figura 4g-h).
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Figura 5. Animais //33¢7/Gp ¢ [|33C¢%* possuem a IL-33 em maior quantidade em
células nao mieldides no nervo isquiatico e isto diminuiu durante a lesao por
esmagamento CNI. (a-d) Gates representativas dos diferentes grupos experimentais
(e) Frequéncia de células de origem mieloides IL-33+ (CD45+IL-33+). (f) Frequéncia
de células neuronais IL33+ (CD45-1L-33+). (g) Numero absoluto de células de origem
mieloides IL-33+ (CD45+IL-33+). (h) Numero absoluto de células de origem mieloides
IL-33+ (CD45+IL-33+). A pata contralateral a lesdo foi utilizada como controle
negativo. Two-way ANOVA seguido de pos-teste de Tukey, *p<0,05. Resultados
expressos em média + E.P.M., n=5. Dados representativos de dois experimentos
independentes.
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4.3. Validagcao molecular da expressao génica relativa em time course de
marcadores celulares importantes e da expressao de IL-33 e IL1RL1 no nervo
isquiatico durante neuropatia induzida pelo CNI

Uma vez que avaliamos nossa ferramenta animal e confirmamos a
presenca da IL-33 no nervo isquiatico, procuramos validar também a expresséao de IL-
33 e IL1RL1 em diferentes dias apos lesdo por CNI, nossa préxima pergunta foi: Qual

perfil de expresséo genica da IL-33 e do receptor IL1RL1 apods lesdo?

Ja que o receptor é expresso por celulas imunes, e as principais presentes
durante a DW sao neutrofilos e macrofagos, utilizamos marcadores para macréfagos
e neutrofilos a fim de observar alguma relagao na expressao desses marcadores com

a expressao do receptor ST2/IL1RL1.

Induzimos CNI em animais C57BL/6 em diferentes tempos (d1 a d21),
coletamos os nervos e processamos para adquirir o cDNA e entdo realizamos ensaios
de gRT-PCR para Aif1/lba1 (do inglés Allograft inflammatory factor 1/ ionized calcium-
binding adapter molecule 1) e CXCL1/KC, especifico de macréfagos/mondcitos e
neutroéfilos, respectivamente. Ainda, mensuramos o decurso temporal da expressao
génica de IL-33 e do IL1RL1.

Os resultados obtidos mostram um aumento significativo na expressao
génica relativa de /I1rl1, principalmente no terceiro dia de leséo, ja a //33 nao houve
diferenca significativa entre os grupos (Figura 6a). Tanto Iba1 e KC tem seu aumento
desde o inicio da lesdo, mas CXLC1 tem seu aumento mais expressivo apenas no
primeiro dia (Figura 6d), ja Iba1 vai diminuindo ao longo do tempo, em decorréncia da

diminuigdo da inflamagéo e inicio do processo de reparo (Figura 6c).
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Figura 6. Expressao génica relativa em time course de IL-33, ST2 e marcadores
celulares importantes para a degeneragao Walleriana e regeneragao axonal do
nervo isquiatico de animais wild type apos lesao induzida por CNI. (a) Expressao
relativa de //133. (b) Expresséao relativa de /l1rl1. (c¢) Expressao relativa de aif1. (d)
Expressao relativa de cxcl1. One-way ANOVA seguido de pods-teste de Tukey,
*p<0,05 em relagao ao grupo naive. Resultados expressos em média £ E.P.M., n=5.
Dados representativos de um unico experimento.
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4.4. A auséncia daIL-33 nao altera o comportamento nociceptivo fisiolégico

Avaliamos a resposta nociceptiva fisiolégica de animais geneticamente
deficientes para a IL-33, previamente a inducao do modelo de CNI. Para isso, animais
C57BL/6 (aqui referenciados como WT) e animais deficientes para a IL-33 (//3367/Gip)
foram submetidos a diferentes testes comportamentais, a fim de confrontar os

comportamentos fisiolégicos nociceptivos na presenga ou auséncia de IL-33.

Os animais foram submetidos a testes para avaliagao da alodinia mecanica
- teste Von Frey filamentos, hiperalgesia mecéanica - Von Frey eletrénico (Figura 7b e
c, respectivamente). Em adigao, avaliagao da hipersensibilidade térmica ao calor -
teste da placa quente (Figura 7d). E por fim realizamos o teste Rotarod para avaliagao
de possiveis alteragdes motoras (Figura 7a). Notamos, portanto, que ndo houveram
diferencas significativas entre os grupos de animais deficientes para a IL-33 e animais
WT, em nenhum dos testes comportamentais empregados, tanto em machos quantos

em femeas (Figura 7).
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Figura 7. Perfil de respostas nociceptivas fisiologicas de camundongos machos
e fémeas C57BI/6 e com delecgdo total da citocina IL-33 (//33¢%/GP), (a) teste de
Rotarod. (b) teste von Frey filamentos. (c) teste von Frey eletronico. (d) teste da placa
quente. Resultados expressos em média £ E.P.M., n=10. Analise estatistica por teste
T student ndo pareado. p<0,05 comparando-se os grupos WT e //3367/Gp,

4.5. A delecdo de IL-33 atenua a dor neuropatica induzida pelo CNI

Nossa proxima pergunta foi: a auséncia de IL-33 é importante para o
processo doloroso em animais submetidos ao modelo de CNI? Assim, buscamos
avaliar modelos comportamentais de nocicepc¢éo e observar se os animais deficientes,

diferentes dos WT, apresentam menor alodinia e hiperalgesia.

Os resultados dos valores de limiar de retirada de pata (log10 mg)
mostraram que camundongos WT apresentaram estabelecimento da alodinia
mecanica e isso € revertido totalmente a partir do vigésimo oitavo dia. Contrariamente,
o grupo de animais //1336%/Gf que também foi induzido a lesdo apresentou aumento do

limiar de retirada da pata, a partir do sétimo dia, diferindo de maneira significante em
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relagcdo a sua contraparte wild type (Figura 8a), mostrando um perfil de respostas

nociceptivas atenuadas.
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Figura 8. Perfil de respostas nociceptivas de camundongos C57BI/6 wild type e
com delecao total da citocina IL-33 durante a dor neuropatica induzida pelo CNI.
(a) Limiar mecanico de retirada de pata (log10 limiar mg). (b) Frequéncia de retirada
de pata a estimulos com filamento de von Frey 0,02g. (c) Frequéncia de retirada de
pata a estimulos com filamento de von Frey 0,16g. A pata contralateral a leséo foi
utilizada como controle negativo. Two-way ANOVA seguido de pés-teste de Tukey,
*p<0,05 em relagao ao grupo Contra vs. Crush, #p<0,05 em relagao ao grupo WT CNI
vs. 1133676 CNI. Resultados expressos em média = E.P.M., n=6. Dados
representativos de dois experimentos independentes.



53

A andlise da frequéncia de retirada de pata ap6s dez estimulos com
filamentos Von Frey 0,02g e 0,16g, demonstrou também que animais com delegao
total da citocina IL-33 apresentaram um perfil de respostas nociceptivas atenuado no
decurso temporal de dor neuropatica (Figuras 8b-c). Tal diferenga comportamental
diferiu estatisticamente de animais wild type a partir do sétimo dia apdés indugéo do
CNL.

Portanto como conclusédo parcial € que a falta da IL-33 atenua a dor

neuropatica causada pela lesao de CNI.

4.6. Auséncia de IL-33 reduz a migragcao leucocitaria de macréfagos e
neutréfilos para o local da lesao

Nossa proxima pergunta foi: Animais deficientes para IL-33 apresentam
comprometimento na migragao de células para o local da lesdo? Para observagao da
migracgao leucocitaria para o local da lesao foi utilizado as seguintes estratégias de
gates (Figura 9), animais C57BL/6, 1/1336* e [I336//Gip, foram submetidos a lesdo por
esmagamento e amostras do nervo isquiatico foram coletados para citometria de fluxo

cinco dias apos a lesao.
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Células vivas CD45* Vivas
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Figura 9. Esquema de gates para citometria de fluxo para avaliagao da migragao
de células inflamatérias circulantes. As células foram entdo bloqueadas com altura
de dispersao direta (FSC-H) e FSC-A para encontrar células unicas e excluir duplets.
As células vivas foram isoladas por coloracdo negativa para corante de viabilidade
(Live and Dead). Nos nervos, leucdcitos foram analisados da seguinte forma: as
células mieloides (CD45*) foram posteriormente separadas em granulécitos Ly6G™.
As células restantes (CD45*Ly6G-) foram caracterizadas como Mondcitos/Macréfagos
(CD45*Ly6G").

Interessantemente, ocorreu diminui¢ao significativa de leucocitos (CD45%)
tanto na frequéncia quanto numero absoluto de nos animais deficientes, quando

comparados aos animais WT e /13367 (Figura 10).
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Figura 10. A auséncia de IL-33 altera a migracao de leucoécitos para o local da
lesdao no nervo isquiatico de camundongos submetidos ao CNI. (a-b) Gates
representativas dos diferentes grupos experimentais. (¢) Frequéncia de leucdcitos
totais (CD45"). (d) Numero absoluto de leucdcitos totais. A pata contralateral a leséo
foi utilizada como controle negativo. Two-way ANOVA seguido de pés-teste de Tukey,
p<0,05. Resultados expressos em média + E.P.M., n=5. Dados representativos de um

unico experimento.

Observamos também uma diminuicdo significativa dos granulécitos

CD45*Ly6G* para o local da lesdo em animais /336G em relagdo aos animais WT

e /133G (Figura 11c-d). Além disso, isolamos os macréfagos/mondcitos (CD45*Ly6G-

).
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Figura 11. A auséncia de IL-33 altera o numero total de neutréfilos para o local
da lesao no nervo isquiatico de camundongos submetidos ao CNI. (a-b) Gates
representativas dos diferentes grupos experimentais. (¢) Frequéncia de neutrdfilos
(CD45*Ly6G*). (d) Numero absoluto de neutréfilos. A pata contralateral a lesao foi
utilizada como controle negativo. Two-way ANOVA seguido de pos-teste de Tukey,
p<0,05. Resultados expressos em média + E.P.M., n=5. Dados representativos de um
unico experimento.

O receptor F4/80 é presente em macréfagos maduros, dessa forma é
possivel observar uma populagao positiva para F4/80 no nervo ciatico contralateral a
lesdo em todos os grupos, esses macrofagos sdo os residentes do nervo ciatico
(Figura 12a). Em adig¢ao, durante a lesdao observamos que os mondcitos (Ly6C™*)
expressam de forma intermediaria o receptor F4/80 (Figura 12b), e esta expressao

aumenta com a perca da expressao de Ly6C por essas células (Figura 12b).

Animais deficientes para IL-33 apresentaram menor frequéncia e niumero
absoluto de mondcitos (F4/80MLy6C*) (Figura 12 fj) e macréfagos/mondcitos em
maturagao (F4/80*Ly6C™") (Figura 12 e,i). Além disso, a falta de IL-33 também levou
a um menor numero absoluto de macrofagos (F4/80*Ly6C-) em relacdo aos animais
11336+ mas néo aos animais WT. (Figura 12h).

Ainda encontramos uma populagéo duplo negativa para Ly6C e F4/80, que

deduzirmos serem células dendriticas (DCs) e/ou células dendriticas derivadas de
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monacitos (MoDC). Foi possivel observar que essa populagao esta em menor numero
absoluto nos animais //33¢%/Gfc em comparagdo aos animais //336%* mas ndo aos

animais WT (Figura 12g).

Portanto, a conclusdo parcial é que a falta da IL-33 diminuiu a migragéo
das células imunes para o local da lesédo, afetando também a maturagdo dos
mondcitos para macréfagos. Contundo, ainda ndo sabemos se esta ocorrendo um
atraso na maturagao dessas células ou um menor infiltrado em dias anteriores que

leva a de macréfagos maduros no quinto dia pés a lesao.
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Figura 12. A auséncia de IL-33 diminui a frequéncia e o numero absoluto da
maturagcdo de mondcitos em macréfagos no local da lesdo no nervo isquiatico
de camundongos submetidos ao CNI. (a,b) Gates representativas dos diferentes
(c,g) Frequéncia e numero absoluto de macréfagos
(CD45"Ly6GF4/80*Ly6G"). (d,h) Frequéncia e numero absoluto de células dendriticas
e MoDC (CD45'Ly6GF4/80Ly6C"). (e,i) Frequéncia e numero absoluto de mo/mac
(CD45*Ly6GF4/80*Ly6C"). (f,j) Frequéncia e numero absoluto de mondcitos
(CD45'Ly6GF4/80"Ly6G*). A pata contralateral a lesdo foi utilizada como controle
negativo. Two-way ANOVA seguido de pos-teste de Tukey, p<0,05. Resultados
expressos em média £ E.P.M., n=5. Dados representativos de um unico experimento.

grupos experimentais.



59

5. DISCUSSAO

Os achados deste estudo demonstram que a citocina IL-33 pode ser
contribuidora para o desenvolvimento dessa condi¢ao patolégica de DW. Assim, a dor
neuropatica causada por lesées no nervo isquiatico afeta em média de 3-17% da
populagdo mundial (BOUHASSIRA et al., 2008; COLLOCA et al., 2017), e a maioria
dos medicamentos empregados na clinica ndo conseguem amenizar a sensagao
dolorosa e trazer confortos aos pacientes, a busca por alvos moleculares
responsaveis por este efeito adverso debilitante adicionaria novas perspectivas
terapéuticas para o tratamento dessa condigao.

Diferentes formas de lesdao do SNC e/ou SNP (provocadas por traumas,
agentes quimioterapicos, infecgbes ou doengas de carater autoimune) resultam em
alteragdes na fungao dos neurdnios sensoriais primarios e em suas vias de projegcao
central, também associadas a uma robusta resposta imune (CALVO; DAWES;
BENNETT, 2012). O recrutamento de células inflamatérias para o local da leséo tem
sido reportado ndo apenas em modelos murinos de neuropatia, mas também em
biopsias de nervos de pacientes diagnosticados com essas diversas patologias
(AUSTIN; MOALEM-TAYLOR, 2010; LINDENLAUB; SOMMER, 2003). Deste modo, o
estudo das interagdes neuro imunes que ocorrem devido a lesdo de nervos periféricos
€ essencial para o desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas para a
recuperagao mais rapida do tecido e também tratamento da dor neuropatica causada
por essa inflamacao.

As alarminas sao moléculas liberadas por células em resposta a dano
tecidual, infeccbes e traumas. Suas principais fungcbes séo de ativagao rapida de
células imunes residentes do tecido e/ou ativagao de células nao mieldide do tecido,
que interagem com essas moléculas via receptores especificos, e assim iniciam a
liberacdo de quimiocinas para recrutamento de células imunes circulantes (CAYROL;
GIRARD, 2014b; CHERNOV et al., 2015). A IL-33 ja & descrita como uma alarmina
necessaria para estabelecimento de respostas alérgicas em pulmdes e no trato
gastrointestinal (LIEW; GIRARD; TURNQUIST, 2016), e também ja foi descrita sendo
importante em respostas inflamatérias como dor (FATTORI; BORGHI; VERRI, 2017),
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sepse (ALVES-FILHO et al., 2010) e cancer (HATZIOANNOU et al., 2020;
TANIGUCHI et al., 2020).

Uma vez ja observado na literatura a presenca de IL-33 no SNC, sendo
importante para a recuperacao do tecido apés lesdo na medula espinal (GADANI et
al., 2015; POMESHCHIK et al., 2015), e, sabe-se que 0os mecanismos de regeneragao
no sistema nervoso central muitas vezes sdo mais lentos e até menos eficazes quando
comparada aos mecanismos de regeneracdo do SNP (MAHAR; CAVALLI, 2018).
Diante disso, se fazia necessario uma investigacao da presenca da IL-33 no SNP e
sua fungéo na regeneragao do tecido.

Recentemente diversos trabalhos foram publicados na literatura com
ensaios de single cell RNAseq, na tentativa de melhor entender as populacdes que
compdem o nervo isquiatico saudavel e em diversas desordens como diabetes
(WOLBERT et al., 2020) e DW (CARR et al., 2019; TOMA et al., 2020). Aproveitando-
se desses bancos de dados publicos (TOMA et al., 2020), realizamos re-analises de
bioinformatica, e confirmamos que a IL-33 era expressa nas populag¢des de células
mesenquimais em condi¢gbes saudaveis e de DW. De maneira interessante, células
mesenquimais s&o responsaveis por iniciar o microambiente inflamatério durante a
DW expressando e liberando moléculas pré inflamatdrias e quimiotaticas (KALINSKI
et al., 2020).

Além disso, a ocorréncia de um grupo de células imunes que nao
conseguiamos dividi-las, pelo fato do numero baixo de células, e que expressam o
receptor IL1RL1 mesmo em condigdes saudaveis. A expressdo do receptor, se
manteve até nove dias apods a transecgao do nervo, a partir desse dia, 75 a 100% dos
mastécitos estdo expressando o receptor IL1RL1. Mastécitos sao leucécitos
circulantes e ja foram descritos estarem presentes no SNP, especificamente em
tecidos de conexdo como perineuro, epineuro e endoneuro (JOHNSON, YASUI,
SEELDRAYERS, 1991). De maneira interessante, ja foi descrito que a histamina, um
mediador liberado principalmente por mastocitos € importante durante a DW
(MACDONALD, MEZEI, MEZEI, 1981), demostrando que essas células sao

importantes para processos inflamatérios que ocorrem no nervo ciatico. Se faz
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necessario ainda, investigar qual célula esta sendo ativada pela liberagao da IL-33
durante a DW no nervo isquiatico.

Ao analisarmos a presenca do receptor acessorio (IL1Rap) tinha como
objetivo observar se 0 mesmo estava expresso na mesma célula que o receptor ST2,
uma vez que a interagdo de ambos ja foi descrito na literatura (PALMER et al., 2008).
Essa proteina acessoria forma um complexo com o IL1R, o receptor para a IL-1p,
outra citocina da familia das IL-1. Em nossas anélises observamos a presenca do
receptor acessorio principalmente nas CS, e ja foi descrito na literatura que a citocina
IL-1B é importante para desdiferenciagdo de CS durante a degeneragado walleriana
(CHEN et al., 2019).

As primeiras células recrutadas durante a DW sao os neutrofilos e
monacitos, ja foi descrito na literatura que ambos podem expressar o receptor para IL-
33, o IL1RL1 em diferentes processos inflamatérios (VERRI et al., 2010; ZHANG et
al., 2017). Averiguamos o perfil de expressdo génica de IL-33 e IL1RL1, e de
neutrofilos pela expressdo de CXCL1/KC e mondcitos por Aif1/Iba1 durante diferentes
dias de lesdo, e observamos que os picos de expressao dos genes para neutréfilos e
mondcitos foram no primeiro dia apds lesdo, e o unico pico de expressao //1rl1/ST2
se deu a partir do terceiro dia, enquanto a expressao de IL-33 se manteve constante.
Os dados de expressdo génica relativa conseguiram nos dar indicios de que IL1RL1
esta regulada durante a DW e isso possivelmente pode estar relacionado com a
presenga de neutrofilos e mondcitos durante a inflamagao no nervo isquiatico, mesmo
que a bioinformatica ndo tenha nos mostrado isso.

Dessa maneira, investigar se a falta da IL-33 em animais submetidos ao
modelo de CNI, aumentaria o limiar nociceptivo dos mesmos, uma vez que a DW
causa dor neuropatica (ROTSHENKER, 2011) era necessaria. Os nossos achados
mostraram que os animais deficientes para IL-33 apods indugdo do CNI tiveram
aumento do limiar nociceptivo quando comparado aos WT em todos os testes
empregados.

Essa diferenca de resposta indica uma DW mais lenta ou até um ambiente
menos inflamatdério. Tal ideia seria possivel de acordo com a literatura, visto que em

animais com a Wds (slow Wallerian degeneration) tem aumento do limiar nociceptivo
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(MYERS; HECKMAN; RODRIGUEZ, 1996). Além disso, a ativacao via receptor ST2
de neutréfilos, macréfagos e ate de mastécitos, ja foram descritos como importantes
células no desenvolvimento da dor neuropatica (BARAL; UDIT; CHIU, 2019; ZUO et
al., 2003), dessa forma a nao ativacao dessas células pelos animais deficientes para
IL-33, pode ter contribuido para a diminui¢gao da alodinia que observamos. Ainda se
faz necessario mais experimentos com outras metodologias de testes funcionais para
os animais deficientes, como o Indice de Funcionaliade do Ciatico, que mostra a
funcionalidade do ciatico a partir da analise da forma da pata dos animais que foram
submetidos a degeneragéo walleriana, com esse teste poderemos, entao, inferir que
0s animais tem uma recuperagao mais rapida ou mais lenta do ciatico. Justamente,
os testes comportamentais ndo conseguiram nos responder se 0s animais deficientes
estdo se recuperando mais rapido.

Seguindo a ideia da correlagao entre a diminuicao da dor neuropatica nos
animais nocautes e um menor estado inflamatério no nervo isquiatico. Uma vez que a
IL-33 sendo uma alarmina e ative o receptor IL1RL1 em uma célula que € importante
para liberacdo de mediadores inflamatérios e leva a ativacao dos leucécitos no nervo
isquiatico e liberacdo de mais mediadores inflamatdrios atraindo ainda mais células
para o local da lesao, foi justamente o que observamos nos animais deficientes para
IL-33, a diminuigdo no numeros de leucdcitos totais, em especifico granuldcitos e
mondcitos/macrofagos.

Macréfagos séo células plasticas, e ainda € um desafio utilizar marcadores
que consigam diferenciar macréfagos residentes de mondécitos que infiltraram e se
tonaram macrofagos maduros. O marcador F4/80 € amplamente utilizado para
macréfagos residentes em conjunto com CD68, outro marcador. No nosso estudo
utilizamos a marcagédo para F4/80 a fim de diferenciar macréfagos em relagdo a
mondacitos foi possivel observar que nas amostras de nervo ciatico controle é possivel
observar a presenca de células F4/80*"Ly6C-, indicando os macrofagos residentes do
nervo ciatico (SILVA; GUIMARAES; CUNHA, 2021).

Ja foi descrito que esses macréfagos residentes sdo importantes no inicio
da DW, mas com o passar do tempo essas células morrem e sao repovoadas pelos

monacitos que infiltram no tecido e se maturam (YDENS et al., 2020). Além disso,
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essa maturagéo é caracteristica do modelo de CNI, ao passo que em até dez dias
apos a lesao, a maioria dos macréfagos nao expressam mais Ly6C (KALINSKI et al.,
2020).

Evidentemente, no quinto dia é possivel observar, ambos fenbmenos, a
populagao de granulécitos e a maturagdo de mondcitos em macrofagos. Entretanto,
ainda ndo sabemos se a reducao da maturagdo nos animais deficientes para IL-33 é
devido a um menor infiltrado que ocorre nos dias iniciais, visto que o pico de infiltrado
de neutréfilos e mondcitos ja ocorreu anteriormente. A nossa escolha do quinto dia se
deu pelo fato de que os animais tiveram respostas nos testes comportamentais a partir
do sétimo dia, dessa forma buscamos um tempo onde poderiamos analisar a
quantidade das células que estariam reduzidas nos animais deficientes em relagao
aos WT préximo ao sétimo dia.

Ainda em relacdo a populagcdo duplo negativa para F4/80 e Ly6C,
acreditamos que elas sejam células dendriticas (DC) e/ou células dendriticas
derivadas de mondcitos (MoDC), pelo fato de nao termos usado o marcadores CD11b
e CD11c, importante para isolar essas células (DC - CD45°CD11b"CD11¢c* e MoDC -
CD45*CD11b*CD11c*). Existe a presenca de ambos tipos celulares na DW
(KALINSKI et al., 2020), e elas sao importantes para a resposta linfoide que ocorrera
nos dias posteriores.

Logo, se os animais deficientes estdo possuindo menor quantidade dessas
células, abre uma perspectiva de investigar como esta o perfil linfoide que chegara no
nervo ciatico nos dias posteriores, e qual o fendtipo desses linfécitos. Um perfil mais
inflamatario e reativo, como Th1, ou um perfil mais Th2, visto a presenca de mastdcitos
pelos dados de bioinformatica e ate mesmo um perfil de células T reguladoras que
serao importantes para o reparo tecidual que ocorrera.

Dessa forma, embora a resposta biolégica gerada pelo acoplamento da
interleucina-33 ao seu receptor ainda necessite de mecanismos mais explicativos
nesse modelo experimental, a hipétese mais plausivel seja de que esta citocina esta
sendo liberada como alarmina e seja uma das principais sinalizadoras no

recrutamento e ativacdo de leucdcitos circulantes, propiciando um ambiente mais
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inflamatoério no nervo isquiatico, o que acarreta na sensibilizacdo de neurdnios e

amplifica entdo, os sinais nociceptivos.
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6. CONCLUSAO

Considerando-se que nao existe descricio do papel da IL-33 na
degeneragao Walleriana, nosso estudo langa de maneira inédita um novo conceito no
campo das interacbes neuro imunes, em que uma citocina nunca descrita no SNP, e
ja descrita sendo importante para a regeneragdo do sistema nervoso central, passa
agora a ter um papel crucial de sinalizagao na degeneragao walleriana. Portanto, o
bloqueio desse eixo de sinalizagdo despontaria como uma possivel estratégia
terapéutica.

Assim, concluimos que a citocina IL-33 contribui para o desenvolvimento
da degeneracao Walleriana, atuando como alarmina na sinalizagdo do dano celular,
consequentemente aumentando o estado inflamatério no nervo isquiatico. Além disso,
participa da infiltracdo de leucdcitos circulantes contribuindo também para a dor
neuropatica.

Lesio tecidual

Degeneracio

_ }‘ A IL-33 —~" Walleriana
—p

| } Nervo Isquidtico @
#

% / \\
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Figura 13. Deseneho esquematico sobre o papel da IL-33 no mecanismo de
degeneracao Walleriana em modelo de lesao traumatica. As células
mesenquimais liberam a citocina IL-33 devido a les&o tecidual, ainda n&o se sabe qual
célula(s) sao ativadas com essa liberagéo. A IL-33 é importante para o recrutamento
de leucdcitos circulantes e uma vez, que os monocitos estdo presentes no tecido, ela
continua sendo liberada e ainda n&o se sabe se ela interege diretamente nessas
células, sendo importante para a maturagdo em macréfagos.
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FACULDADE DE MEDICINA DE RIBEIRAO PRETO CEUA 7

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS FMRP-USP\ =
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AUTORIZACAO

A CEUA-FMRP autoriza a execugdo do projeto intitulado: “.4 ALARMINA IL-33
PARTICIPANDO DA DEGENERACAQ WALLERIANA E REGENERACAO AXONAL DO
NERVO APOS LESAO PERIFERICA", registrado com o nimero do protocolo 150/2020, sob a
responsabilidade do Prof. Dr. Thiago Mattar Cunha, envolvendo a produgdo, manutengdo ou
utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos) para fins de
pesquisa cientifica (ou ensino), encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n® 11.794 de 8 de
outubro de 2008, do Decreto n® 6.899 de 15 de julho de 2009 e com as normas editadas pelo Conselho
Nacional de Controle de Experimentag¢io Animal (CONCEA). O Protocolo foi APROVADO pela
Comissio de Etica no Uso de Animais da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade

de Sdo Paulo, em reunifo de 25 de janeiro de 2021.

Colaborador: Gabriel Victor Lucena da Silva

Lembramos da obrigatoriedade do Relatério Final, em modelo da CEUA,

para emissiio do Certificado, como disposto nas Resolugdes Normativas do CONCEA.

Finalidade () Ensino (X) Pesquisa Cientifica
Vigéncia da autorizagio 25/01/2021 a 16/11/2025
Espécie/Linhagem i Peso/ldade Sexo Origem
P £ Animais €
Camundongo / C57BI 6 210 20g / 40 dias Macho Servigo de Biotério
Camundongo / ST2 KO 144 20g / 40 dias Macho Centro de Criagio de Camundongos Especiais
Camundongo / IL-33 GFP 144 20g / 40 dias Macho Centro de Criagio de Camundongos Especiais

Ribeirdo Preto, 25 de janeiro de 2021
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