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RESUMO
ALONSO-MATIELO, H. Estudo da modulacdo GABAérgica na circuitaria envolvida na

analgesia induzida pela estimulacdo elétrica do cortex insular. 2020. 146 f. Dissertacdo
(Mestrado em Biologia de Sistemas- Area de Concentracdo: Ciéncias Morfofuncionais) -

Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sado Paulo, Sdo Paulo, 2020.

A dor neuropéatica apresenta-se como uma das condi¢fes mais dificeis ao tratamento
antalgico, por ganhar um carater cronico e implicar na qualidade de vida geral, o que faz
necessario novos tratamentos eficazes. A neuroestimulacdo é capaz de alterar a atividade das
vias modulatorias de dor, potencialmente promovendo analgesia. A Estimulacdo Elétrica do
Cortex Insular (EECI) induz antinocicepcdo e influencia a atividade neuronal de areas
encefélicas, indicando o cértex insular como alvo iminente para modulacdo da dor. Este
trabalho teve por objetivo avaliar a participagdo da transmissdo GABAérgica na
antinocicepc¢do promovida pela EECI repetitiva, avaliar alteracdes neuroplasticas e em células
astrocitarias, bem como avaliar a presenca e participacdo de projecdes excitatorias e
inibitorias entre o cortex insular posterior e o cértex do cingulo anterior (ACC) modulatérias
de dor. Ratos machos, Sprague Dawley (280-340g; CEUA 3447131117), submetidos a
constricdo cronica do nervo isquiatico direito (CCI) receberam um eletrodo concéntrico no
cortex insular posterior esquerdo (1.0 mm caudal ao bregma, 5.8 mm de lateralidade, 7.1 mm
de profundidade) e foram submetidos a cinco estimulagdes consecutivas, diarias (15 min, 60
Hz, 210 ps, 1V). Metiodeto de bicuculina, antagonista de receptores GABAA, (0.1ug, i.t)
administrado 1 h antes do teste de pressdo de pata induziu reversdo da antinocicepgéo
induzida pela EECI, sem alterar a atividade geral no teste de campo aberto. Aumento de
GADG65 no cortex insular posterior apds EECI foi observado por imunofluorescéncia, sem
alteracbes de GFAP, sinaptofisina e tirosina-hidroxilase (TH) o cortex insular posterior,
hipocampo, cingulo anterior e medial, Substancia Cinzenta Periaquedutal (PAG) e Bulbo
Rostral Ventromedial (RVM). A andlise por western blotting ndo revelou alteraces de
GADG65 apdés EECI. Niveis de GABA, glutamato e glicina analisados por cromatografia
liquida de alta performance (High Performance Liquid Chromatograph- HPLC) ndo se
alteraram ap0s EECI no cortex insular posterior. Em colaboracdo com a Universidade de
Calgary, camundongos GAD2CrexAi9, PVCrexAi9, Vglut2CrexAi9 foram submetidos a
les&o parcial do nervo isquiatico esquerdo (Spared Nerve Injury- SNI) e a injecéo de tracador

toxina colérica (CTB488). Foi demonstrado a presenca de projecbes GABAEérgicas,
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parvalbumina positivas (PV+) e glutamatérgicas entre o cortex insular posterioi e u AL, as
quais ndo se apresentaram ativadas por c-Fos em ensaio de imunofluorescéncia.
Camundongos GAD2Cre, PVCre, e Vglut2Cre receberam titulos com vetor viral para
expressao de opsina (pPAAV9-EF1a-DIO-hChR2(H134R)-eYFP) no coértex insular posterior
direito e uma fibra dptica foi implantada o cdrtex insular posterior (0.5 mm posterior ao
bregma, 0.375 de lateralidade, 4.0 mm de profundidade) ou ACC direitos (1.055 mm anterior
ao bregma, 0.255 mm de lateralidade, 1.522 mm de profundidade). Animais foram
submetidos ao SNI e 6 ou 8 semanas ap0s a inje¢do do virus, a optostimulacdo (laser azul
DPSS 472 nm, 5mW, 10Hz ou 40Hz). A ativacdo optogenética de neurbnios PV+ induziu
preferéncia condicionada ao lugar, sem alterar o limiar mecéanico no teste de sensibilidade
mecanica (anestesiometro digital plantar- Digital Plantar Anesthesiometer —DPA). Os
resultados salientam que a sinalizacdo GABAGérgica participa parcialmente da analgesia
induzida pela EECI bem como demonstram a presenca de projeces GABAEérgicas, PV+ e
glutamatérgicas entre o cortex insular posterior e 0 ACC, e sua influéncia sobre a modulagéo

da dor em modelos de dor neuropatica.

Palavras- chave: Dor neuropética. Cortex insular. Estimulacéo elétrica. GABA.Optogenética.



14

ABSTRACT
ALONSO-MATIELO, H. Estudo da modulacdo GABAérgica na circuitaria envolvida na

analgesia induzida pela estimulagéo elétrica do cortex insular. 2020. 146 f. Dissertacéo
(Mestrado em Biologia de Sistemas- Area de Concentracdo: Ciéncias Morfofuncionais) -

Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2020.

Neuropathic pain presents itself as one of the most difficult conditions for antalgic treatment,
as it has a chronic character and impairs the general quality of life, which requires brandnew
effective treatments. Neurostimulation has the ability to alter the activity of pain modulatory
pathways, potentially promoting analgesia. In this context, it has been demonstrated that
electrical stimulation of the insular cortex (ESI) induces antinociception as well as it
influences neuronal activity of brain areas, pointing insular cortex as an iminente target for
pain modulation. Herein, we aimed to evaluate the participation of GABAergic
neurotransmission in repetitive ESI antinociceptive effects, to evaluate neuroplasticity and
astrocytic cell alterations, as well as assess the presence and participation of excitatory and
inhibitory projections between the insular cortex and the anterior cingulate cortex (ACC).
Male Sprague Dawley rats (280-340g; CEUA 3447131117) submitted to chronic constriction
of the sciatic nerve in the right side (CCI) received a concentric electrode on the left posterior
insular cortex (1.0 mm caudal to bregma, 5.8 mm laterality, 7.1 mm deep) and underwent five
consecutive daily stimulations (15 min, 60 Hz, 210 us, 1V). GABAAa receptor antagonist,
bicuculline methiodide, (0.1ug, i.t) administered 1h prior to the paw pressure test, induced
reversion of the ESI-induced antinociception, without altering the general activity in the open
field test. Increase of GADG65 in the insula after ESI was observed by immunofluorescence,
without changes of GFAP, synaptophysin and/or tyrosine hydroxylase (TH) in posterior
insular cortex, hippocampus, anterior and mid cingulate cortex, Periagueductal Gray (PAG)
and rostral ventromedial medulla (RVM). Western blotting analysis, revealed no changes in
GADGS5 after ESI. GABA, glutamate and glycine levels analyzed by high performance liquid
chromatography (HPLC) did not change after EECI in posterior insular cortex. In
collaboration with the University of Calgary, GAD2Crex Ai9, PVCrexAi9, Vglut2CrexAi9
mice underwent Spared Nerve Injury (SNI) and injection of tract tracer choleric toxin
(CTBA488). It has been demonstrated the presence of GABAergic, parvalbumin positive (PV+)

and glutamatergic projections between the insula and the ACC, which were not activated by



c-Fos in an immunofluorescence assay. GAD2-cre, PV-cre, and Vglut2-cre mice received
adeno-associated viral titers for opsin expression (pAAV9-EFla-DIO-hChR2 (H134R) -
eYFP) in posterior insular cortex and a fiberoptic cannula was implanted in right posterior
insular cortex (0.5 mm posterior to the bregma, 0.375 laterality, 4.0 mm deep) or right ACC
(1.055 mm anterior to the bregma, 0.255 mm laterality, 1.522 mm deep). The animals
underwent SNI surgery on the left sciatic nerve. 6 or 8 weeks after virus injection, animals
were subjected to optostimulation (DPSS blue lasers 472 nm, 5 mW, 10 Hz or 40 Hz). Only
the optogenetic activation of PV + neurons induced conditioned place preference, without
changing the mechanical threshold in the Digital Plantar Anesthesiometer (DPA). The results
obtained point out that GABAergic signaling partially participates in ESI-induced
antinociception, as well as demonstrates the presence of GABAergic, PV + and glutamatergic
projections between the posterior insular cortex and the ACC, and their influence on pain

modulation in neuropathic pain models.

Keywords: Neuropathic Pain. Insular Cortex. Electrical stimulation. GABA Optogenetics.
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1. Introducédo
1.1 Dor e dor neuropatica

A definigdo de dor a descreve como uma “experiéncia angustiante associada a danos
reais ou potenciais aos tecidos, com componentes sensoriais, emocionais, cognitivos e
sociais” (WILLIAMS; CRAIG, 2016). Dor é resultado subjetivo da nocicepcédo, sendo esta a
codificagdo e o processamento dos estimulos nociceptivos pelo sistema nervoso, enquanto que
a dor envolve também a percepcdo subjetiva do estimulo aversivo (MILLAN, 1999;
SCHAIBLE; RICHTER, 2004). A dor tem carater evolutivo e protetor essencial a
manutencdo da vida, posto que € uma das principais manifestacGes de doencas (SCHAIBLE;
RICHTER, 2004).

A dor neuropatica atinge os sistemas nervoso periférico e central e ocorre sob
condi¢des de doenga ou desregulagdo das fungdes fisioldgicas, a partir de uma “lesdo primaria
ou disfun¢do do sistema nervoso somatossensorial”, onde a dor fisiologica se torna mal
adaptativa e patoldgica e adquire caracteristicas cronicas, perdurando temporalmente por mais
de trés meses (IASP, 1986; BACKONJA, 2003; KUNER; FLOR, 2018; TREEDE et al.,
2015; WOOLF, 2010).

LesGes centrais decorrem de doencgas neurodegenerativas, acidente vascular encefalico
(AVE), lesdes na medula espinal dentre outros (COSTIGAN; SCHOLZ; WOOLF, 2009),
enquanto a lesdo nos nervos periféricos pode ter origem de trauma mecanico, sindromes
metabolicas, crescimento tumoral, ou mesmo em decorréncia de doencas infecciosas virais,
que incluem o virus HIV e herpes virus, por exemplo, sendo o desenvolvimento da neuropatia
periférica cronica influenciado por polimorfismos genéticos, género e idade (COSTIGAN;
SCHOLZ; WOOLF, 2009; JOHNSON; RICE, 2014; BRIZZI; LYONS, 2015; YAN et al.,
2017).

Embora alguns considerem a dor crénica uma progressdo temporal da dor aguda,
outros achados da literatura garantem que a dor crénica tem seus mecanismos moleculares e
celulares intrinsecos, promovendo a reorganizacdo estrutural e funcional dos circuitos
coordenados temporalmente (KUNER; FLOR, 2016) e alteracdes no nivel de interagdo da
rede neural. O cOrtex insular € uma regido sujeita a tais alteracGes especialmente em quadros
de dor neuropatica. A persisténcia da lesdo no sistema nervoso altera a estrutura e funcéo do
sistema somatossensorial (COSTIGAN; SCHOLZ; WOOLF, 2009), induzindo sensibilizacdo
nervosa, periférica e central (DWORKIN et al., 2003), que inclui facilitagdo e inibicdo da
transmissao sinaptica, geracdo ectdpica de potenciais de acdo, formacdo de novos circuitos

sinapticos, dentre outros. Esta plasticidade no circuito altera a percep¢do da dor, resultando
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em fenotipos complexos de neuropatia que irdo se manifestar pela ocorréncia de dor
espontanea- originada de potenciais de agdo ectdpicos em diferentes pontos anatdmicos das
vias de dor -, alodinia - uma resposta verbalizada ou interpretada como dor diante daqueles
estimulos indcuos, ndo caracterizados como passiveis de induzir respostas dolorosas -, e
hiperalgesia e hipersensibilidade - a resposta verbalizada ou interpretada exacerbada de dor
apos estimulo nocivo (ALVES; LIN, 2018; COSTIGAN; SCHOLZ; WOOLF, 2009; YAN et
al., 2017), caracteristicos da dor neuropatica.

Devido a uma populacdo heterogénea, e formas de diagndstico e tratamento diferentes,
se torna dificil uma exata e acurada epidemiologia da dor cronica e neuropatica. A dor crénica
afeta de 30% a 50% da populacdo mundial, e no Brasil este valor pode atingir em torno de
40% entre homens e mulheres (SOUZA et al., 2017). Ja a prevaléncia da populacdo geral que
apresenta dores com caracteristicas neuropaticas varia entre 6,9% e 10% (VAN HECKE et al.,
2014).

Grande parte dos tratamentos de dor crbnica constituem analgésicos, opioides,
antidepressivos, anticonvulsivantes, antagonistas de receptores NMDA e anti-inflamatorios
ndo-esteroidais (COLLINS et al., 2010; YAN et al., 2017). Na clinica, 40% dos pacientes sao
refratarios independente da terapia utilizada (HANSSON et al., 2009), além de efeitos
adversos e tolerancia serem relatos frequentes que dificultam e requerem manobras de
adequacdo do tratamento constantes (MOISSET; LEFAUCHEUR, 2019), ressaltando a
incapacidade dos métodos em se tratar a dor e a importancia da combinacdo de multiplas

terapias, incluindo técnicas promissoras como a neuroestimulacao.

1.2 As vias do processo nociceptivo

O processo nociceptivo é a codificacdo do estimulo nocivo em impulsos elétricos para
processamento pelo sistema nervoso: nociceptores, terminacGes nervosas livres
especializadas, de fibras aferentes priméarias ou neurdnios de primeira ordem, (fibras C-
amielinicas, e Ad - mielinizadas) tem alto limiar de ativacdo e iniciam potenciais de acéo a
partir de estimulos mecénicos, térmicos ou quimicos de alta intensidade, que serdo
conduzidos principalmente para as laminas | e Il, da coluna posterior da medula espinal
(CPME) (SCHAIBLE; RICHTER, 2004; KUNER, FLOR, 2016). Na CPME, neurbnios de
projecdo, ou de segunda ordem, levam a informacdo nociceptiva para centros superiores do
sistema nervoso central por meio de tratos anatbmicos (JESSEL; KELLY, 1991; KUNER,
FLOR, 2016). Neste ponto, cabe ressaltar que a perda de segregacdo existente entre os locais

de sinapse de fibras aferentes primarias nociceptivas em laminas superficiais, e fibras Ap, que
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conduzem estimulos mecénicos, em laminas profundas da CPME, é mecanismo chave para a
geracgdo de alodinia (KUNER, FLOR, 2016).

O sistema antero-lateral agrupa os tratos espinotalamico, espinomesencefalico,
espinoreticular, espinobulbar e espinohipotaldmio para transmissdo da informacéo
somatossensorial até regides supraespinais (WARREN et al., 2002). Especialmente em
relagdo ao trato espinotaldmico este € uma das principais projecfes supraespinhais para
conducdo da informacgdo nociceptiva (JESSEL; KELLY, 1991). E no talamo, em ndcleos
especificos, tais como, nucleo ventral postero-lateral (VPL) e ventral postero-medial (VPM),
que se relaciona o componente discriminativo da dor, e em nucleos inespecificos, como
nacleo lateral central e complexo intralaminar, que estdo relacionados os componentes
afetivos da dor, onde ocorre a recepcdo, integracdo e transferéncia da informacao nociceptiva,
via neurbnios de terceira ordem, para o cortex encefalico, onde a informacdo €
somatotopicamente organizada (CRAIG; DOSTROVSKY, 1999). Os cortices insular e
somatossensorial sdo os principais alvos de aferéncias de nucleos especificos talamicos no
cortex em primatas e roedores (GAURIAU; BERNARD, 2004) e processam informacdes
relacionadas a localizacdo, intensidade e persisténcia da informacdo nociceptiva
(GAMBETA; CHICHORRO; ZAMPONI, 2020).

Além disso, a informacdo nociceptiva pode ser regulada em diferentes pontos
anatdbmicos da via nociceptiva, pela acdo de diversos neurotransmissores e neuropeptidios
(KUNER, FLOR, 2018). Um exemplo chave € a Teoria da Comporta, elaborada por Melzack
e Wall (1965), na qual interneurdnios inibitorios na substancia gelatinosa da CPME, quando
ativados por fibras AP (de mecanorreceptores), geram inibi¢do pré-sindptica em neurbnios
presentes na medula espinal, regulando os potenciais de agdo nociceptivos que ascendem pelo
trato espinotalamico (MELZACK; WALL, 1965; BEAR, 2008).

Por outro lado, vias descendentes se iniciam em areas centrais em direcdo a medula
com o objetivo de regular a dor e constituem um ponto extensivamente explorado na
literatura. Vias inibitorias descendentes se originam de areas como cortex do cingulo anterior
(ACC), talamo e Substéncia Cinzenta Periaquedutal (PAG), em direcdo ao bulbo rostral
ventro-medial (RVM) e medula espinal para induzir analgesia (RAINOV et al., 1997,
GARCIA- LARREA et al., 1999; NGUYEN et al. 2000; SENAPATI et al.,, 2005a;
SENAPATI et al., 2005b; FAGUNDES- PEREYRA et al., 2010; OSSIPOV et al., 2010;
QUINTERO, 2013; WANG et al., 2011; NAMKUNG et al., 2017).

A PAG exerce controle tanto inibitorio quanto excitatorio sobre a excitabilidade e

transmissdo nociceptiva na CPME (BENARROCH, 2012), projecdes oriundas dos cortices
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frontal e insular, amigdala, formacdo reticular e CPME (BASBAUM, 1991) chegam & PAG, a
qual ird se conectar com nucleos no bulbo, especificamente no RVM (GEBHART, 2004) os
quais, por sua vez, projetam-se direta e indiretamente para a medula espinal, onde podem
aumentar ou diminuir a conducéo nociceptiva (QUINTERO et al., 2013). Esta conexdo entre a
PAG e o bulbo é fundamental para a regulagdo da dor, sendo considerada o sitio de acdo
central de agentes analgésicos (HEINRICHER et al., 2009). Neurdnios no RVM, por sua vez,
se projetam em direcdo a medula espinal sdo também capazes de inibir céulas GABAérgicas e
neurdnios Penk+ (correspondente ao gene da preproencefalina) da CPME, integrando a
informacdo dolorosa e gerando hipersensibilidade mecanica (FRANCOIS et al., 2017).

O hipocampo é uma regido limbica conhecida por suas funcbes associadas a memoria,
ansiedade e depressdo e mais recentemente, mudancas de conectividade cortico-hipocampais
e intra-hipocampais sdo observadas em casos de dor crénica (THOMPSON; NEUGEBAUER,
2019). Pacientes com dor orofacial possuem aumento da conectividade funcional entre o
hipocampo e regibes da PAG, ACC e RVM (MILLS et al., 2018). Além disso, o cortex
insular posterior possui conexdes funcionais simétricas a ambos hemisférios hipocampais
segundo estudos de neuroimagem (GHAZIRI et al., 2018). Neste contexto, a literatura propde
que a neuroplasticidade no hipocampo é capaz de influenciar conexdes afetivo-motivacionais
e de memoria da dor cronica (THOMPSON; NEUGEBAUER, 2019).

Duas outras estruturas corticais importantes para a percep¢do e modulagdo de dor, o
cortex insular e o cortex do cingulo influenciam as multiplas dimensdes sensitivo-
discriminativa, cognitivo-avaliativa e afetivo-motivacional da dor. O cortex insular esta
estrategicamente localizado e constitui a matriz da dor que é ativada por estimulos
nociceptivos (HURLEY et al.,1991; SHI; CASSELL, 1998b; BECHARA et al.,2005;
OSSIPOV et al., 2010; STARR et al., 2009; MORAGA-AMARO; STEHBERG et al.,2012
GARCIA-LARREA; PEYRON, 2013).

Em relacdo ao cértex do cingulo, postula-se que € uma das regides corticais mais
relacionadas com a percepcao dolorosa, uma vez que especialmente o cingulo anterior (ACC)
possui projecbes para a PAG, contribuindo para o controle descendente de impulsos
nociceptivos na medula espinal (CALEJESAN et al., 2000; ZHUO et al., 2007; ZHUO et al.,
2008). Ele pode ser dividido em uma regido anterior (ACC), na qual aparecem uma porcao
anterior-rostral (rACC) e uma porg¢édo anterior-posterior (pACC); uma regido medial (MCC)
também dividida em porgdes anterior e dorsal; e uma regido posterior (DROSSMAN, 2005).
A literatura mostra que ocorre desinibicdo do ACC, em decorréncia da lesdo periférica de

nervos (BLOM et al., 2014). Ademais, a ativagdo de astrocitos no cingulo, € relacionado ao
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comportamento aversivo associado ao componente afetivo-motivacional da dor em ratos
(QUINTERO et al., 2013). Por sua vez, o cingulo medial (MCC) tem especial participa¢do na
inducdo de hipersensibilidade dolorosa em camundongos por meio de conexdes com 0 cortex
insular posterior (TAN et al., 2017).

1.3 O cortex insular

O cortex insular teve sua primeira descricdo como sendo a “ilha do cortex” por
Johann-Christian Reil, em 1796. Em humanos, o cortex insular se localiza bilateralmente
abaixo do sulco lateral (WYNFORD-THOMAS; POWELL, 2017), dividido em cdrtex insular
anterior (agranular) e posterior (granular) pelo sulco central da insula (NAMKUNG et al.,
2017). A porcdo anterior possui projecGes reciprocas com areas limbicas como ACC,
amigdala e cortex pré-frontal medial; enquanto que a por¢do posterior possui conexdes com
MCC e recebe preferencialmente projecdes ascendentes sensoriais do tdlamo e outras areas
corticais (TAN et al., 2017; NAMKUNG et al., 2017).

Nas demais espécies, incluindo roedores, as principais subdivisdes do cértex insular
baseiam-se em sua citoarquitetura de divisGes das camadas corticais: agranular, disgranular e
granular (CECHETTO; SAPER, 1987; GOGOLLA, 2017). Todas as subdivisdes possuem
interconexdes, tanto nos planos rosto-caudal, quanto dorso-ventral (GOGOLLA, 2017), e
apresentam projecdes para estruturas do tronco encefalico, como RVM e PAG (SATO et al.,
2013), e para regides corticais, como ACC (LU et al., 2016). Inclusive em ratos, sua porcao
mais posterior esta fortemente relacionada a func@es sensoriais, incluindo a dor (GAURIAU,
BERNARD, 2004; RODGERS et al., 2008).

O cértex insular € uma regido de grande interesse por sua influéncia e por ser afetado
estruturalmente e funcionalmente em diversas desordens neurolégicas e psiquiatricas desde
ansiedade, esquizofrenia, doenca de Alzheimer e Huntington, esclerose multipla, e
notadamente a dor cronica (GOGOLLA et al.,, 2017; NAMKUNG et al., 2017; Lu et al.,
2016). No campo da dor, a informacdo nociceptiva pode ser somatotopicamente organizada
no cortex insular (MAZZOLA et al., 2009). Por exemplo, sua porg¢do posterior granular é
descrita como preferencialmente envolvida com o processamento sensorial-discriminativo, em
funcdo de aferéncias do nucleos posteriores do talamo (MAZZOLA et al., 2009) enquanto sua
porcdo anterior, € indicada como uma interface entre redes de dor sensoriais e limbicas
(CRAIG, 2003; MESULAM; MUFSON, 1982), na qual sua porcao agranular estd envolvida
com 0s aspectos afetivos do processo nociceptivo por, receber, principalmente, aferéncias do
nucleo medial talamico (LU et al., 2016) e se conectar a amigdala (MORAGA-AMARO,;
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STEHBERG, 2012). Ainda, via circuitos de feedback positivo que envolvem a medula
espinal, o cortex insular contribui para a manutencdo da dor cronica, sendo que, da mesma
forma, esta é capaz de gerar alteracdes funcionais no cértex insular (LU et al., 2016).

A percepcao dolorosa também é fortemente influenciada pelo estado de atividade do
cortex insular: a literatura mostra que ocorre a ativagdo da insula apos diferentes tipos de
estimulos dolorosos (JASMIN et al., 2003; ISNARD et al., 2010; ZHUO et al. 2008), e de
diferentes intensidades (STARR et al., 2009). O aumento da atividade da insula frente a dor €
ainda relacionada a um intenso processo de plasticidade sinaptica induzida pela dor
neuropética que se assemelha aos processos de sinalizacdo observados na potenciacdo de
longo prazo (LTP), pela potenciacdo de receptores AMPA, regulagdo de receptores NMDA
dentre outros (QIU et al., 2013; ZHUO, 2016), e que ¢ correlacionado com a ativacao de areas
pré-nociceptivas ou inibicdo do sistema descendente inibitério de dor (JASMIN et al., 2003).

E de consenso que os cortices insular e do cingulo constituem areas conectadas com a
rede sensorial central e coordenam a informacdo dolorosa para modulé-la, se tornando alvos
importantes para estudo e tratamentos de dor como a neuroestimulacéo, que tem a capacidade
de regular o funcionamento das vias modulatérias de dor, potencialmente promovendo

analgesia.

1.4 Transmissdo GABAérgica na dor

O acido y-aminobutirico (GABA) é sintetizado a partir do glutamato por duas
isoformas distintas da enzima acido glutdmico descarboxilase (GAD), sendo elas GAD-65,
principalmente associada a membrana de vesiculas sinapticas, e GAD-67, citoplasmatica
(TRIPPE et al., 2009). GABA é o principal neurotransmissor inibitorio no sistema nervoso
central, e, em areas corticais, interneurénios GABAérgicos correspondem a cerca de 20% do
total de neurdnios (JASMIN et al., 2004), compreendendo trés tipos principais classificados
de acordo com a expressio de um marcador especifico: proteina ligadora de Ca?*
parvalbubima (PV), o neuropeptideo somatostatina (SST), e o receptor ionotropico de
serotonina 5HT3a (5HT3aR) (RUDY et al., 2011).

A acdo do GABA é mediada por receptores ionotropicos, GABAA e GABAc, e
metabotropico, GABA&g. O receptor GABAc tem sua localizacdo mais restrita, por exemplo,
em regides como a retina. Ja receptores GABAa e GABAg tem uma distribuicdo ampla no
sistema nervoso central e periférico, em células neuronais e ndo-neuronais, como astrocitos,
microglia ativada dentre outros. Receptores do tipo GABAA s&o responsaveis pela sinalizacéo

inibitéria pela abertura do canal de CI, e contém sitios de ligagdo para barbitiricos e
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benzodiazepinicos, e receptores do tipo GABAg produzem a inibicdo de longa duracdo
(JASMIN et al., 2004).

As enzimas GAD65 e GAD67, por sua vez, tem funcdo primordial na transmissao
sinaptica inibitéria e no metabolismo celular de GABA, respectivamente. Ambas dependem,
com diferentes afinidades, do co-fator piridoxal fosfato para maxima atividade enzimatica e
estdo presentes na maioria das classes de neur6nios GABAérgicos (BEHRSTOCK et al.,
2000; ESCLAPEZ et al., 1994). Ambas possuem identidade de 95% na sequéncia de
aminoacidos entre ratos, camundongos, gatos e seres humanos, sendo, portanto, altamente
conservadas em vertebrados (ESCLAPEZ et al., 1994). Em regibes como nucleo magno da
rafe, a dor crbnica controla epigeneticamente a transcricdo do gene Gad2, pela acetilacdo de
histonas via sinalizacdo de BDNF-TrkB, prejudicando sinapses GABAEérgicas e contribuindo
para o quadro doloroso (TAO et al. 2015).

Nas vias de dor, interneurdnios GABAérgicos regulam a transmissao da informacao ao
induzir nocicepcao e antinocicep¢do de acordo com a area em que estdo presentes. Na medula
espinal, seus efeitos predominam para a geracdo de respostas analgésicas a partir de sinapses
inibitérias (VAYSSE et al., 2011), enquanto que na PAG e RVM, ocorre a inducdo de
nocicepcao apos ativacdo de receptores GABAa (JASMIN et al., 2004). Em relacdo ao
hipocampo, o aumento da sinalizacdo GABA acompanha os déficits no aprendizado espacial
(SAFFARPOUR et al., 2017). No cortex do cingulo o grande nimero de terminagdes
GABAérgicas estaria envolvido com a inibicdo da dor e com respostas comportamentais
associadas ao aspecto afetivo-motivacional avaliado no teste place/escape avoidance
(JASMIN et al., 2004; LaGRAIZE, FUCHS, 2007). Na insula, GABA ¢ diretamente
relacionado a processos de plasticidade e regulacdo da dor (JASMIN et al., 2003; ZHUO et
al., 2008), posto que niveis reduzidos de GABA no cortex insular se relacionam ao
comportamento hiperalgésico em animais (WATSON, 2016). E importante citar ainda, que a
modulacdo opioidérgica de receptores GABAAa pode controlar a atividade do cortex insular,
ainda que este ndo seja o0 Unico mecanismo envolvido com tal controle (YOKOTA et al.,
2016). Neurbénios GABAérgicos no cortex insular também recebem projecdes dopaminérgicas
oriundas da area tegmental ventral (VTA) responséveis por mediar a sinalizagdo inibitoria

eferente para regides como a amigdala (OHARA et al., 2003).

1.5 Células gliais
A glia representa células do sistema imune no sistema nervoso central e periférico
(MACHELSKA, CELIK, 2016). Dentre a glia presente no sistema nervoso central,
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especificamente astrocitos constituem a macroglia responsavel por auxiliar em muitos dos
aspectos do metabolismo e funcionamento de neurdnios e do sistema nervoso em geral.
Astrocitos se interconectam e se comunicam através de jungbes gap da membrana
citoplasmatica, e possuem longos processos que mantém contato com as células endoteliais de
vasos sanguineos, dando base a algumas de suas principais fungdes como controlar a
funcionalidade, os transportes e a permeabilidade da barreira hemato-encefélica, regulando a
concentracdo de ions, além de apresentar outras fungbes (HAYDON, 2001; REN, 2010,
YOON et al., 2012).

A literatura tem ampliado seus conhecimentos no que se refere a glia, reiterando cada
vez mais novas funcgdes que extrapolam apenas aquelas associadas ao suporte neuronal. Hoje,
sabe-se que astrocitos controlam as sinapses neuronais, capazes de serem influenciados e de
influenciarem diretamente a neurotransmissdo e alterar a atividade de circuitos neurais (MA
ZHIGUO, STORK TOBIAS, BERGLES DWIGHT E., 2016), no que é também referido
como “sinapse tripartida” (PEREA et al.,, 2009), onde a proximidade citoestrutural de
astrocitos e neurbnios os permite responder a atividade sinaptica e regular intimamente a
transmissdo de informacBGes nas sinapses, através da capacidade de liberar e absorver
neurotransmissores, 0s chamados gliotransmissores, e a presenga de receptores e
transportadores na membrana citoplasmatica para tal regulagdo (HAYDON, 2001,
GOSSELIN et al., 2010; YOON et al., 2012).

Seu papel na manutencdo da homeostase neuronal e na regulacdo sinaptica € também
cada vez mais estudado em casos de desordens neuroldgicas, patologicas e de dor neuropatica.
Em resposta a dor neuropética ocorre a ativacdo de astrdcitos, fendmeno também referido
como astrocitose reativa (REN, 2010), que abrange alteracbes de fenétipo celular,
morfoldgico e de metabolismo, em diferentes regides da via nociceptiva, que pode decorrer de
sinais neuronais mediados por neurotransmissores e neuropeptidios, tais como glutamato e
substancia P, e sendo essa ativacdo necessaria para indugdo e manutengdo da dor crénica
(WIESELER-FRANK et al., 2004; GOSSELIN et al.,, 2010). Com a lesédo de nervos
periféricos, astrocitos se proliferam e passam a produzir citocinas pré-inflamatorias,
quimiocinas e metaloproteinases de matriz, o que contribui para a sensibilizacéo e o quadro de
hipersensibilidade presente na dor neuropatica (MACHELSKA, CELIK, 2016).

A ativacdo de astrocitos na coluna posterior da medula espinal foi identificada em
modelos animais de constri¢do cronica de nervos periféricos (GARRISON et al., 1994; REN,
2010) e esta relacionada a patogénese da alodinea mecéanica associada a dor neuropatica (KIM

et al., 2016). Comparavelmente, a ativacao de receptores GABAg em células satélites gliais de
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ganglio trigeminal desencadeia vias de sinalizacdo responséveis por induzir analgesia em
modelos de dor orofacial (Liu et al., 2019). Por outro lado, na circuitaria central de dor o
perfil reativo astrocitario foi identificado em regifes corticais como cortex somatossensorial |
e ACC em modelos de lesdo periférica do nervo isquiatico e associado a sinalizacédo
glutamatérgica e formag&o de novas sinapses nessas regides (YAMASHITA et al., 2014; KIM
etal., 2016).

1.6 Estimulacéo elétrica encefalica

O termo neuromodulacgéo corresponde a terapias farmacoldgicas e ndo farmacoldgicas
que potencializam ou inibem a excitabilidade (GALHARDONI et al., 2015), tendo assim o
potencial de influenciar a sensibilidade dolorosa. Sabe-se que tratamentos farmacoldgicos
trazem apenas 50% de alivio da dor somente 30% de pacientes com dor neuropética
(FINNERUP et al., 2015; MOISSET; LEFAUCHEUR, 2019) e muitos permanecem
refratarios a terapia farmacoldgica, sugerindo que mais de uma abordagem é de fato
necessaria ao conjunto de terapéuticas oferecidas ao paciente com dor. Neste quadro, técnicas
neuromodulatorias como a neuroestimulacdo encefalica tém sido utilizadas ndo so para o
estudo da neuromatriz da dor (MACHADO et al., 2013), que se constitui de uma rede de
interacdo para processamento da informacdo nociceptiva (GARCIA-LARREA, PEYRON,
2013), mas também como forma de tratamento para diferentes sindromes dolorosas, como dor
central pos-acidente vascular enceféalico (AVE), avulsdo de plexo braquial, dor no membro
fantasma, neuralgia poés-herpética, dor visceral e neuropatias periféricas em geral
(BOCCARD,; PEREIRA; AZIZ, 2015; MEKHAIL et al., 2010).

Estudos que incluem a estimulacdo elétrica profunda remontam a década de 50 e tem
como foco regides como a PAG e nlcleos talamicos. J& na década de 1990, estimulagdo
epidural do cortex motor comecgou a ser utilizada experimentalmente e aplicada na clinica
(TSUBOKAWA et al., 1991; CRUCCU et al., 2007; LAZORTHES et al.,, 2007;
FAGUNDES-PEREYRA et al., 2010; JUNG et al., 2016), utilizando-se frequéncias entre 20-
65 Hz (MOISSET; LEFAUCHEUR, 2019), e apresentando desde entdo resultados variaveis
sobre a taxa de controle da dor tanto em pacientes, em que apenas dois ter¢os dos pacientes
com dor crénica intratavel tém beneficios (BOCCARD; PEREIRA; AZIZ, 2015;
GALHARDONI et al., 2015; LEVY; DEER; HENDERSON, 2010) quanto em animais, 0S
quais também podem apresentar refratoriedade possivelmente associada a menor ativacdo de

receptores canabindides na medula espinal (SILVA et al., 2015).
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Mais recentemente, a neuroestimulagdo tem como alvo outras areas corticais e
limbicas (MOORE, 2014), com o objetivo de se modular as diferentes dimensdes sensitivo-
discriminativa e afetivo-emocional da percepcdo dolorosa. A estimulacdo cerebral profunda
(Deep Brain Stimulation- DBS) é uma alternativa indicada para casos de dor neuropatica
refrataria, sendo considerada segura, tanto quando aplicada experimentalmente em animais
quanto em humanos, porém com relevantes ponderacGes sobre sua eficiéncia. Contra-
indicacbes compreendem pacientes com histérico de doencas psiquiatricas, coagulopatias e
ventriculomegalias, e efeitos adversos decorrentes do procedimento como convulsdes, dor de
cabeca e infeccbes podem ocorrer em até 9% dos casos (CRUCCU et al., 2016). Seus
principais alvos de estimulagdo compreendem a PAG, a substancia cinzenta periventricular
(PVG), tdlamo e o0 ACC (BOCCARD; PEREIRA; AZIZ, 2015; CRUCCU et al., 2016), e
parametros de estimulacdo variam de acordo com o alvo, a exemplo, a estimulacdo a 130 Hz
por uma semana ou mais, bilateralmente no ACC é eficiente para inducdo de analgesia, ao
mesmo tempo em que a utilizacdo de frequéncias de estimulacdo menores que 50 Hz em
nucleos talamicos induz analgesia, acima de 70Hz é capaz de exacerbar a sensacdo dolorosa
em humanos (BOCCARD; PEREIRA; AZIZ, 2015).

Outros exemplos importantes de intervecdo neuroestimulatéria, a estimulagdo
magnética transcraniana (repetitive transcranial magnetic stimulation- rTMS), que gera um
pulso magnético a partir de bobinas corretamente posicionadas ao redor do escalpo
(MOISSET,; LEFAUCHEUR, 2019) e a estimulacdo transcraniana por corrente continua
(transcranial direct current stimulation-tDCS), a qual promove uma estimulacdo de baixa
intensidade entre 1 a 2 mA por periodos prolongados (MOISSET; LEFAUCHEUR, 2019),
constituem abordagens ndo invasivas de estimulacdo, seguras e amplamente aplicadas nao
apenas para tratamento de dor crbnica, mas também de transtornos psiquiatricos como
depressdo (aplicada ao coOrtex pré-frontal) e sintomas motores da doenca de Parkinson
(aplicada ao giro pré-central) (HANOGLU et al., 2020; MOISSET; LEFAUCHEUR, 2019).

Diante da necessidade de garantir a eficacia de tratamento e a grande variabilidade de
respostas diante das abordagens atualmente empregadas, a busca por novos alvos corticais
para neuroestimulacdo mostrou o cértex insular como candidato potencial. Sabe-se que a
regulacdo de neurotransmissores no cortex insular posterior é diretamente relacionado a
geracdo de hipersensibilidade em roedores (WATSON et al., 2016), bem como € a regido
mais frequentemente ativada em estudos de neuroimagem funcional em humanos saudaveis e
em pacientes com dor neuropatica (PEYRON et al., 2000; GARCIA-LARREA, 2013), e esta
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diretamente relacionada a diferentes sindromes de dor crénica, por exemplo dor central pds-
AVC (GARCIA-LARREA, 2013; ISNARD et al., 2011; KLIT et al., 2009).

A Estimulacdo Magnética Transcraniana da insula posterior superior foi testada em
voluntarios saudaveis e provocou alteracdes de percepcdo a estimulos frios (CIAMPI de
ANDRADE et al, 2012). Ainda, foi demonstrado que a estimulagdo magnética transcraniana
profunda desta por¢do da insula modula diferentemente a sensibilidade dolorosa em
comparacdo ao mesmo tratamento aplicado ao ACC em uma condicdo de dor neuropatica
central em humanos (GALHARDONI et al., 2019). Comparavelmente em animais, a
Estimulacdo Elétrica do Cortex Insular (EECI) posterior agranular desenvolvido por nosso
grupo demonstrou a capacidade da neuroestimulagdo do cortex insular em induzir
antinocicep¢do mecanica nos animais com dor neuropatica, ap6s uma estimulacdo a 60 Hz
(DIMOV et al., 2018). Resultadores posteriores também demonstraram a ativacdo neuronal
marcada por c-Fos aumentada no cortex insular apds estimulagdo, e diminuicdo em areas
como cértex do cingulo, PAG e hipocampo (ALONSO-MATIELO et al., submitted). Demais
mecanismos envolvidos neste tipo de tratamento foram alvos de estudo deste trabalho.

Cabe ressaltar os mecanismos de atuacdo das diversas modalidades de estimulacao
encefélica dependem de caracteristicas do tipo de estimulagdo, parametros e protocolos, alvo
e tragos intrinsecos do individuo. Algumas formas de estimulagcdo também tém a capacidade
de modificar a excitabilidade neuronal (TRIPPE et al., 2009; JASMIN et al., 2003), além de
provocar diminui¢do e aumento, respectivamente, nos niveis de GAD65 e GAD67 no cortex,
fato que pode estar relacionado a inducdo de plasticidade sinaptica de curto ou longo prazo,
como é o caso de diferentes protocolos de Estimulacdo Magnética Transcraniana repetida
aplicada ao cdrtex motor, frontal, visual e somatossensorial (TRIPPE et al., 2009). Diferentes
tratamentos neuroestimulatorios também influenciam a ativacdo de células gliais, sejam
astrécitos ou microglia, na medula espinal e em regides encefalicas, o que se relaciona as
alteracdes plasticas observadas em modelos animais de dor cronica, doenca de Parkinson e
outras condi¢coes (MONAI et al 2016; CACACE et al., 2017).

1.7 Estimulacao optogenética

A optogénética se utiliza de técnicas celulares, moleculares e de engenharia genética
para promover manipular opticamente a ativacdo e inibicdo de opsinas expressas na
membrana celular de neurénios, com precisdo em ambos aspectos, da seletividade celular e da
escala temporal, de até milissegundos (DEISSEROTH, 2011).
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Para a manipulagdo optogenética, opsinas de origem microbiana responsivas a luz séo
expressas na membrana celular neuronal, em geral, e transduzem o estimulo luminoso em
potenciais de acdo e efetores celulares (GRADINARU et al., 2010). Como consequéncia, é
promovido o ganho e/ou perda de funcdo o que permite o estudo de eventos especificos dentro
da célula especialmente em experimentos in vivo (DEISSEROTH, 2011). A despolarizagéo
da membrana celular pode ser produzida pela expressdo e ativagdo optogenética de opsinas
que funcionam como canais catidnicos como Volvox channelrhodopsin-1 (VChrl) e
Chlamydomonas channelrhodopsin-2 (ChR2) (BOYDEN et al., 2005; GRADINARU et al.,
2010; TYE; DEISSEROTH, 2012; ZHANG et al., 2007). Por outro lado, Halorhodopsinas
promovem a hiperpolarizacao celular por funcionarem como bombas de ions cloreto, assim
como opsinas que funcionam como bombas de prétons (TYE; DEISSEROTH, 2012).

A transducdo viral utilizando-se lentivirus e virus adeno-associados é uma das formas
mais comuns de promover a expressdo restrita de opsinas no sitio-alvo, além de possibilitar a
estimulagdo de fibras e estudos de circuitarias pelo transporte neuronal anterégrado e/ou
retrégrado conferido aos tipos de virus utilizados (TYE; DEISSEROTH, 2012). O uso de
sistemas Cre-dependentes, em que virus carregam opsinas expressas de forma dependente da
presenca da recombinase Cre em animais geneticamente modificados, também tem conferido
maior especificidade aos estudos de optogenética (DEISSEROTH, 2011).

E de fato incomparavel que, com tal tecnologia, uma gama de possibilidades permitiu
0 estudo detalhado de eventos bioldgicos complexos e comportamentos associados a doencas
mimetizadas em modelos animais de ansiedade, depressdo, medo, desordens psiquiatricas,
doencas do espectro autista, doencga de Parkinson dentre outras (TYE; DEISSEROTH, 2012).
No que se refere ao estudo do comportamento doloroso, foi demonstrada através da
manipulacdo de circuitos neurais a identificacdo de circuitos neurais que integram a amigdala,
cortex pré-frontal, PAG e a medula espinal diretamente relacionados a geracdo de
hipersensibilidade mecanica e térmica e essenciais a percepcdo de dor em modelo de dor
neuropatica (HUANG et al., 2019).

Dentre 0s objetivos abordados neste trabalho, utilizamos a estimulacdo optogenética
de celulas neuronais e fibras de projecdo no cortex insular e ACC para avaliar em detalhes
como tais tipos celulares seriam capazes de influenciar a sensibilidade dolorosa na dor

neuropética, complementando os resultados obtidos no projeto.
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2. Hipdtese
A partir do exposto, este trabalho teve por hipétese que a EECI induz antinocicepcéao

em modelos de dor neuropatica de forma dependente da transmissdo GABAérgica na
circuitaria de processamento e modulacdo da informacao nociceptiva, especialmente no que
se refere a conexdo do cortex insular posterior e do cértex do cingulo anterior, além de ser
capaz de influenciar a plasticidade no sistema nervoso central.

3. Objetivo geral

Avaliar a participacdo da sinalizacao inibitéria GABAérgica na circuitaria que envolve
0 cortex insular posterior, cortex do cingulo, PAG, RVM, e hipocampo na antinocicep¢ao
induzida pela Estimulacdo Elétrica do Cortex Insular (EECI) em um modelo de dor
neuropatica por constricdo cronica do nervo isquiatico (CCI) em ratos, avaliando alteracfes
neuroplasticas e em células astrocitarias induzidas pelo modelo. Além disso, objetivamos
avaliar a presenca e ativacdo de projecbes GABAérgicas, PV+ e glutamatérgicas entre o
cortex insular posterior e o cortex do cingulo anterior (ACC) em um modelo de dor
neuropatica por lesdo parcial do nervo isquiatico (Spared Nerve Injury- SNI) em
camundongos geneticamente modificados bem como sua influéncia para o desenvolvimento

de hipersensibilidade e dor espontanea.

4. Obijetivos especificos

Frente ao exposto, os objetivos especificos deste trabalho foram:

i. Avaliar a participacdo da sinalizacdo inibitoria GABAérgica no efeito antinociceptivo
induzido por uma e cinco EECI em ratos com CCI, pela administracdo de metiodeto de
bicuculina (mBIC), antagonista de receptores GABAAa, e avaliados no teste de pressdo de

pata.

ii. Avaliar a participacdo da sinalizag&o inibitoria GABAérgica na atividade locomotora geral
dos animais submetidos ao CCl e a cinco EECI, pela administracdo de mBIC e avaliados no

teste de campo aberto.

iii. Avaliar a influéncia de cinco EECI sobre a imunomarcacdo de GAD65 e GFAP e sua co-
localizacdo no cdrtex insular posterior (Clp), ACC, MCC, PAG, RVM e hipocampo de

animais com CCI por imunofluorescéncia.
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iv. Avaliar a influéncia de cinco EECI sobre os niveis de GAD65 no Clp, hipocampo e ACC
de animais com CCI por western blotting.

v. Avaliar a influéncia de cinco EECI sobre os niveis dos neurotransmissores GABA,
glutamato e glicina no Clp de animais com CCI por cromatografia liquida de alta performance
(High Performance Liquid Chromatograph- HPLC).

vi. Avaliar a influéncia de cinco sessées de EECI sobre a imunorreatividade de tirosina-

hidroxilase (TH) no Clp de animais submetidos ao CCI por imuno-histoquimica.

vii. Avaliar a influéncia de cinco EECI sobre a imunomarcacéo de Sinaptofisina (SIP) no Clp

de animais com CCI por imunofluorescéncia.

viii. Avaliar a presenca de projecbes GABAérgicas, parvalbumina positivas (PV+) e
glutamatérgicas especificas do Clp para o ACC por meio da injecdo de tracador toxina
colérica subunidade B (CTB488) em camundongos GAD2CrexAi9, PVCrexAi9,
Vglut2CrexAi9.

ix. Avaliar o padrdo de ativacdo neuronal marcado por c-Fos das projecbes GABAérgicas,
PV+ e glutamatérgicas no Clp de camundongos GAD2CrexAi9, PVCrexAi9, Vglut2CrexAi9,

submetidos ao SNI, por imunofluorescéncia.

X. Avaliar o efeito da ativacdo optogenética de Channelrhodopsin (ChR2) em projecGes
especificas GABAérgicas e PV+ entre o Clp e 0 ACC, bem como células glutamatérgicas do
Clp, sobre a sensibilidade mecéanica de camundongos GAD2Cre, PVCre, e Vglut2Cre,
submetidos ao SNI, atraves do teste de sensibilidade mecénica (anestesiometro digital plantar-
Digital Plantar Anesthesiometer — DPA).

xi. Avaliar o efeito da ativacdo optogenética de ChR2 em projecbes GABAérgicas e PV+
entre 0 Clp e 0 ACC, e células glutamatérgicas do Clp, sobre o comportamento de dor
espontanea em camundongos GAD2Cre, PVCre, e Vglut2Cre, submetidos ao SNI, utilizando

o paradigma de preferéncia condicionada ao lugar (Conditioned Place Preference - CPP).
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5. Materiais e métodos

5.1 Protocolos experimentais

Foram delimitados trés protocolos experimentais (I, I, 111) como se segue abaixo
descrito:

O Protocolo Experimental | (Figura 1) consistiu na utilizagdo de ratos machos,
Sprague-Dawley, que foram mantidos em ambiente de experimentacdo por 7 dias antes da
realizacdo de qualquer manipulacdo para fins de ambientacdo. No dia anterior ao inicio dos
experimentos, os animais foram habituados para o teste de pressdo da pata, ndo sendo
realizada habituagdo para o teste de campo aberto, em funcdo da finalidade deste teste em se
avaliar a atividade locomotora voluntaria dos animais frente a um ambiente novo (TERRY,
1979; TATEM et al., 2014). Foram aferidas medidas basais de sensibilidade dolorosa
mecanica no teste de pressdo da pata, seguindo-se a realizacdo da cirurgia de constricdo
cronica do nervo isquidtico (CCI) na coxa direita dos animais. Apos sete dias deste
procedimento, um eletrodo foi implantado no Clp agranular do hemisfério esquerdo dos
animais (contralateral ao nervo isquiatico lesado) seguindo coordenadas ja padronizadas
(DIMOV et al., 2018). Apds 14 dias da inducdo do modelo de CCI, os animais foram
submetidos a sessdo Unica (EECI 1) ou diaria, por cinco dias consecutivos (EECI 5) de
estimulacdo (parametros de estimulagdo: 60 Hz, 210 pus e 1 V- (DIMOQOV et al., 2018), sendo
submetidos ao teste de pressdo de pata ao primeiro e quinto dia de EECI, antes e ap06s cada
estimulacdo, com os animais ainda sob estimulacdo. O teste de campo aberto foi realizado
apos a Ultima estimulacdo para avaliacdo da atividade locomotora geral dos animais. Animais
controle (SHAMEeci) foram submetidos ao CCI e tiveram o eletrodo implantado no Cip
esquerda, porém ndo sofreram qualquer tipo de estimulacdo (estimulador desligado).
Metiodeto de bicuculina (mBIC; 0,1ug; i.t.), antagonista seletivo de receptores GABAA, foi
administrado uma hora antes da realizacdo dos testes comportamentais (LIM et al., 2010;
HARA et al., 2013), ao primeiro ou ultimo dia de estimulagdo. Amostras de encéfalo foram
coletadas ao final do protocolo experimental, apos perfusdo transcardiaca com PFA 4% ou a
fresco para posterior processamento e analise através de ensaios de imunofluorescéncia e
imuno-histoquimica, western blotting e HPLC.

Os experimentos comportamentais, procedimentos cirurgicos e/ou analises nos demais
ensaios aqui realizados ndo foram realizados de forma cega devido a caracteristica intrinseca
do procedimento em determinagdo do grupo experimental. A administragdo de mBIC foi
realizada por experimentador de forma cega para o grupo experimental, bem como a

realizacéo da avaliacdo comportamental pds administracdo de mBIC.
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Figura 1. Protocolo experimental 1. A figura mostra, em dias, os procedimentos realizados no
protocolo experimental | conforme se segue.

Grupos animais 0 7 14* 15 1‘5* 17 18 *5# (dias)
« SHAM Teste de Implante de
EEQ) pressao de eletrodo EECI- sessdo diaria/5 dias.
pata (avaliagao concéntrico *Teste de pressdo de pata antes e apos a sessio
+ EECI basal) de 15 min estimulagéo (ainda sob estimulagao).

$ Teste de campo aberto realizado uma unica vez,
apos a ultima sessao de estimulagao (ainda sob
estimulagao).

# Administragcdo de metiodeto de Bicuculina,
antagonista GABA, (mBIC- 0,1ug; i.t;; 1h antes
dos testes comportamentais ao 5° dia de EECI).

Cirurgia de
ccl

EECI- Parametros
15 min-1V-210us-60Hz

}

Perfusao transcardiaca
e coleta de tecidos

Fonte: Autor (2020)

O Protocolo Experimental 11 (Figura 2) consistiu no uso de camundongos
geneticamente modificados GAD2Cre: Gad2!™? € Zih/3: P\V/Cre: B6; 129P2-Pvalb™ ()
Abry3- - Vglut2Cre: 368 Slcl7a6™ € Lowljy (Jackson Laboratories) cruzados com
camundongos portadores do gene repérter tdTomato Ai9: B6.Cg-Gt (ROSA) 26Sor™? (CAC-
tTomato) Hze 369/ para marcacdo de células GABAérgicas (GAD2CrexAi9), parvalbumina
positivas (PV+; PVCrexAi9) e glutamatérgicas (Vglut2CrexAi9), respectivamente. Os
camundongos GAD2CrexAi9, PVCrexAi9 e Vglut2CrexAi9 (6-8 semanas de idade)
receberam injecdo de toxina colérica subunidade b (CTB488 0,1% peso / volume; 400-450 nl
/ animal- Thermo Fisher Scientific, EUA) no ACC direito seguindo as coordenadas
estereotaxicas: 1.055 mm anteriores ao bregma; lateralidade de 0.255 mm e profundidade de
1.622 mm. A lesdo parcial do nervo isquiatico (SNI) foi realizada no nervo isquiatico
esquerdo (contralateral a injecdoo do tracador) uma semana depois. 14 dias ap6s o SNI, os
animais foram submetidos a testes de sensibilidade mecanica (DPA) e submetidos a perfusdo
transcardiaca com PFA 4%. Amostras de encéfalo foram coletadas e laminas histoldgicas
foram usadas para identificacdo de projecGes entre o Clp e 0 ACC. As laminas também foram
submetidas a ensaio de imunofluorescéncia para c-Fos para anélise da ativacao celular.

Neste protocolo, o0s procedimentos cirlrgicos e andlises comportamentais e
imunohistoquimicas ndo foram realizadas de forma cega pela caracteristica intrinseca do

procedimento na separacdo do grupo experimental.
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Figura 2. Protocolo experimental 11. A figura esquematiza, em dias, os procedimentos realizados
referentes ao protocolo experimental 11 conforme se segue.

0 7 21

Grupos animais | | | (dias)
* GAD2CrexAi9 Injegdo de P— Teste de

tragador Cirurgia sensibilidade

+ PVCrexAi9 retrégrado :':I mecanica (DPA)
CTB488 L | berfuca
i erfusao Anilise histologica e
* Vglut2CrexAi9 L - transcardiaca de imunofluorescéncia
e coleta de | =P _ para c-Fos em
(Divididos em grupos tecidos microscopia confocal
SHAM,, e SNI)
Fonte: Autor (2020)
O Protocolo Experimental 1l (Figura 3) incluiu o uso de camundongos

geneticamente modificados GAD2Cre: Gad2!™? ) Zih/3. PVCre: B6; 129P2-Pvalb™! (cre)
Abry 3. \/glut2Cre: 368 Slc17a6™m? €® Lowl /3 (Jackson Laboratories, EUA) (machos, 6-8
semanas de idade) que receberam injecdo de titulos virais como vetores para a expressdo
seletiva da opsina Channelrhodopsin (ChR2) nos neur6nios: pAAV9-EFla-DIO-hChR2
(H134R) - EYFP (12x10*2 particulas / ml; 100-200 nl / animal; Addgene), no Clp direito, de
acordo com as coordenadas estereotaxicas: 0.5 mm posterior ao bregma, lateralidade de 0.375
mm e 4.1 mm de profundidade. Duas semanas depois, uma fibra Optica (2.5 mm de ponteira
de cerdmica, 2.0 mm de comprimento para 0 ACC e 4.0 mm para o implante no Clp;
Thorlabs, EUA) foi implantada no ACC posterior direito (1.055 mm anterior ao bregma;
0.255 mm lateral a linha média e 1.522 mm de profundidade) de camundongos GAD2Cre e
PVCre; ou implantado no Clp direito (0.5 mm posterior ao bregma, lateralidade de 0.375 mm
e profundidade de 4.0 mm) de camundongos Vglut2Cre. Uma semana ap0s esse
procedimento, 0s animais foram submetidos a cirurgia SNI ou SHAMsni no nervo isquiatico
esquerdo (contralateral ao implante). 6 e 8 semanas apds a inje¢do do virus, os camundongos
foram submetidos a estimulacdo optogenética de ChR2 com laser (laser DPSS, ajustado para
472 nm, luz azul, Laserglow Technologies, Ontario) com poténcia de 5 mW medida na ponta
da fibra (sensor de poténcia S130C, Thorlabs, EUA), laser pulsado de 40Hz para estimulagéo
de células GABAérgicas e laser pulsado de 10 Hz para estimulacdo de células
glutamatérgicas, e avaliados nos testes de sensibilidade mecéanica (DPA) e de preferéncia

condicionado ao lugar (CPP). Ao final das avaliagbes comportamentais, os animais foram
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eutanaziados e as amostras de encéfalo coletadas apds perfuséo transcardiaca com PFA 4%
para analisar da expresséo viral e confirmagédo do implante de canula.

Por sua vez, os procedimentos cirdrgicos, teste de sensibilidade mecénica e andlise
histologica ndo foram realizadas de forma cega pela caracteristica intrinseca do procedimento
na separagdo do grupo experimental pelo experimentador. A avaliagdo no teste de CPP foi
realizada de forma cega para o grupo experimental em toda sua realizacéo.

Figura 3. Protocolo experimental I1l. A figura abaixo ilustra, em semanas, 0s procedimentos
realizados no protocolo experimental Il1.

_ 0 2 3 6 8
Grupos animais | | | | |
[ iacs Implante de P
* GAD2Cre Injegao de k S Cirurgia de
vetor viral AAV fibra éptica no ‘ SNI
no Clp ClpouACC
* PVCre
* Vglut2Cre —
Teste de preferéncia
— condicionado ao Teste de
(Divididos em grupos lugar sensibilidade
SHAMq,, e SNI) (CPP) mecanica (DPA)
Seominsy || (Ssemaiy |

Prefusao
transcardiaca
e coleta de
tecidos

}

Analise
histoloégica em
microscopia
confocal

Fonte: Autor (2020)

Detalhamento

Protocolo Experimental |
5.2 Animais e aspectos éticos: Ratos Sprague-Dawley

Foram utilizados ao todo 62 ratos machos, Sprague-Dawley, com peso entre 2809 e
3409 provenientes do Biotério de Producdo de Ratos (ICB, Rede USP de Biotérios), mantidos
em condicdes ideais de biotério, com ciclo claro/escuro de 12h/12h, agua e ragéo ad libitum,
alocados em nimero de 3 a 4 animais por caixa, mantidos no Biotério de Experimentagdo do
Laboratério de Neuromodulagdo da Dor do Instituto de Ciéncias Biomédicas e utilizados de
acordo com certificado aprovado pela CEUA ICB (N° 3447131117- APENDICE A) e normas
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estabelecidas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA). A
emenda do protocolo CEUA ICB pode ser conferida no APENDICE B deste documento.

O uso de animais neste estudo foi imprescindivel devido a nao existéncia de méetodos
alternativos que incluem simulagdes computadorizadas, ou sistemas bioldgicos construidos in
vitro para reproduzir a complexidade dos fendmenos biolégicos e fisiopatologicos
investigados. Os modelos animais aqui compreendidos tinham por objetivo refletir os
processos bioldgicos, celulares e moleculares estudados, bem como permitir a andlise
comportamental dos animais em relacdo as diferentes dimensdes sensitivo-discriminativa e
afetiva-motivacional da dor, e assim auxiliar na compreensdo da complexidade da dor

neuropética observada em pacientes na clinica médica.

5.3 Avaliacdo comportamental
5.3.1 Teste de pressao de pata
O teste de presséo da pata foi utilizado para avaliacdo da hipersensibilidade mecénica

em ratos conforme descrito por Randall e Sellito (1957), em que o dorso da pata do animal foi

posicionado no dispositivo (Analgesimetro Randall-Selito, Insight®; Figura 4) e o
acionamento de um pedal inicia 0 aumento crescente da pressdo aplicada sobre a pata (16 g/s)
até que o animal execute a retirada do membro. Como resultado é obtida a sensibilidade
nociceptiva mecanica expressa em gramas para a retirada da pata. Os animais foram avaliados
em uma medida inicial anterior a qualquer procedimento (BASAL), e antes (PRE) e apds

(POS) as estimulagbes da insula ao primeiro (EECI 1) e quinto (EECI 5) dia de estimulacéo.

Figura 4. Analgesimetro Randall-Selito. A imagem ilustra o equipamento para avaliacdo da

sensibilidade nociceptiva mecéanica em ratos (Insight®) conforme protocolo descrito inicialmente por
Randall e Sellito (1957) e reproduzido neste trabalho.

Fonte: Autor (2020)
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5.3.2 Teste de campo aberto

Para a avaliagdo da atividade locomotora geral em ratos, os animais foram colocados
individualmente em uma arena circular fechada (95 cm de didametro x 45 cm de altura; Figura
5) e dividida em quadrantes, onde permaneceram por trés minutos. Foram avaliados os
parametros de frequéncia de locomocdo (ato de o animal entrar, com as quatro patas, em um
dos quadrantes) e de levantar (ato de o animal permanecer em posicao bipede) (DE LIMA et
at.,, 2005). Os animais foram avaliados uma unica vez, ao final do protocolo de EECI

(DIMOV et al., 2018), apds a quinta estimulacéo.

Figura 5. Arena do Campo Aberto. A imagem ilustra a arena de teste do campo aberto para
avaliacdo dos parametros de locomocéo e levantar em ratos. Dimensdes: 95 cm de didmetro x 45 cm
de altura. Namero total de quadrantes: 28.

Fonte: Autor (2020)

5.4. Modelo de dor neuropatica: Constrigdo cronica do nervo isquiatico (CCI)
O modelo experimental de dor neuropatica por Constricdo Cronica do Nervo
Isquiatico (CCI) foi realizado em ratos conforme Bennet e Xie (1988). Os animais foram

anestesiados com isofluorano 2,5% (Isoforine®

, Cristalia) e o nervo isquiatico do membro
posterior direito foi exposto ao nivel da coxa por dissec¢do na regido proximal a trifurcacéo

do nervo. Cerca de 7 mm do nervo foram soltos do tecido adjacente e 4 nos frouxos foram

amarrados com fio de sutura categute cromado 5.0 (Ethicon®) ao redor do nervo, distando 1
mm entre eles. Este modelo gera, no membro correspondente, hipersensibilidade mecénica e
dor esponténea, que se iniciam entre o primeiro e o quinto dia apos a inducdo da lesdo que
persistem por, pelo menos, dois meses (BENNETT; XIE, 1988; AUSTIN et al., 2012).
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5.5 Implante de eletrodo concéntrico na insula posterior de ratos
Um eletrodo concéntrico (eletrodo em agulha concéntrica de aco inoxidavel e

isolamento de polietersulfona, polo negativo interno e polo positivo externo; contato de

superficie de 29,452 um? Spes Medica® D039035408 Spes Medica®) foi implantado no Clp
agranular esquerdo de ratos, contralateral a cirurgia de CCI, conforme descrito por DIMOV et

al., (2018). Os animais receberam pré-anestesia com acepromazina (2,75 mg/kg, Acepram®,

Vetnil) via intraperitoneal, seguido por anestesia com combinacdo de cloridato de cetamina

(82 mg/kag, Dopalen®,Sesp0), cloridrato de xilazina (7,5 mg/kg, Anasedan®, Sespo) via

intraperitoneal e anestesia local no escalpo com cloridrato de mepivacaina 3% (100 pL/

animal, MEPISV®, DFL). O cranio foi fixado no estereotéxico, um orificio foi trepanado no
mesmo e o eletrodo concéntrico foi posicionado de acordo com as coordenadas para implante
no cortex insular posterior agranular previamente estabelecidas a partir do atlas de referéncia,
conforme observado na Figura 6, painel (A) e confirmado pela colora¢do de Nissl (painel B)
(1.0 mm caudal ao bregma; 5.8 mm de lateralidade a esquerda da linha média e 7.1 mm de
profundidade; Figura 6) (PAXINOS; WATSON, 2005; DIMOV et al., 2018). Dois parafusos

foram posicionados entre 4 e 6 mm de distancia do eletrodo, servindo de ancoragem para

resina acrilica (Jet® Classico). Ao término da cirurgia 0s animais receberam antibidtico
amoxicilina triidratada (100 mg/kg via subcutanea, Agemoxi L.A., Agener Unido) e foram

mantidos em recuperacao pos- cirargica por 7 dias.
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Figura 6- Implante do eletrodo concéntrico no cortex insular posterior agranular. Em (A),
esquema coronal de encéfalo de rato (modificado de Paxinos e Watson, 2005) onde se representa o
posicionamento do implante na insula posterior agranular. Em (B), histologia em corte coronal de
encéfalo de rato submetido a coloragcdo de Nissl. A demarcacdo pontilhada representa o eletrodo
concéntrico implantado na insula posterior de acordo com as coordenadas descritas (1.0 mm caudal ao
bregma; 5.8 mm de lateralidade a esquerda da linha média e 7.1 mm de profundidade). Réguas

representativas 1mm. AbreviagBes: 3V, terceiro ventriculo; ca, comissura anterior; ce, capsula
externa; fr, fissura final; Pir, cortex piriforme.

ce (

Pir

1mm

Fonte (s): Adaptado de Paxinos e Watson (2015); Luiz Fabio Dimov (2017)
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5.6 Estimulacéo Elétrica do Cdértex Insular (EECI) em ratos com dor neuropética
Animais estimulados (EECI) tiveram seus eletrodos ligados ao estimulador
(Medtronic®Model 3625 Test Stimulator) atraves de cabos e cada sessdo de estimulacédo teve
duracdo de 15 minutos seguindo os parametros: amplitude de 1.0 V; frequéncia de 60 Hz e
duragdo de pulso de 210 ps. Estes parametros se mostraram Seguros e eficazes para
estimulagdo do cértex insular conforme j& descrito (DIMOV et al., 2018). A corrente
associada a essa voltagem foi verificada com os eletrodos colocados em solucéo salina 0,9%.
Ainda que a resisténcia nessas condicdes seja menor do que no meio implantado (encéfalo), a
corrente medida foi de 100 pA. Animais controle (SHAMEegci) foram submetidos ao mesmo
ambiente experimental de animais EECI, sendo conectados ao estimulador, porém desligado,

sem sofrer qualquer tipo de estimulacao elétrica.

5.7 Tratamento farmacoldgico
Tratamento farmacoldgico com metiodeto de bicuculina (mBIC), antagonista seletivo

de receptores GABAA (Tocris ® . 0.1ug, diluido em DMSO 20%, este diluido em salina
0,9%; i.t., administrado 60 min antes do teste de sensibilidade mecanica, (LIM et al., 2010;
HARA et al., 2013), ao primeiro ou quinto dia de estimulacdo, foi utilizado para avaliar a
participacdo da transmissdo GABAérgica no efeito antinociceptivo induzido pela EECI.

Para a administragdo do mBIC via intratecal, os animais foram rapidamente
anestesiados com Halotano 1% (Tanohalo®,Cristalia) (YAMAMOTO, YAKSH, 1993),
submetidos a tricotomia da regido dorsal e uma agulha de seringa (24G) foi inserida
verticalmente no espago subaracnoideo entre as vértebras lombares L4 e L5 para injecdo de
20 ul de volume de solugédo. O reflexo na cauda do animal foi usado para verificar o correto
posicionamento da agulha no espa¢o subaracndideo.

5.8 Coleta de amostras

Ao término dos experimentos comportamentais, grupos de animais foram eutanasiados
por overdose de anestésico (combinacdo de cetamina- Dopalen®,Sespo, na dose de 240

mg/kg; e cloridrato de xilazina- Anasedan®, Sespo, na dose de 22,5 mg/Kg) e perfundidos
com solucéo salina 0,9% (150 ml/animal) e PFA 4% (300 ml/animal), ambos dissolvidos em
tampdo fosfato 0,1 M (PB; pH 7,4), para coleta de amostras de encéfalo. As amostras foram

pos-fixadas em PFA 4% durante 6 h e mantidas sob refrigeracdo 4°C em solucdo de sacarose
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30%, dissolvida em tampédo fosfato 0,1 M (PB; pH 7,4) para crioprotecdo, até serem
processadas e utilizadas nos ensaios de imunohistoquimica e imunofluorescéncia.

Para a coleta de material a fresco, os animais foram anestesiados com Halotano 1%
(Tanohalo®,Cristalia) (YAMAMOTO, YAKSH, 1993) e eutanasiados com auxilio de
guilhotina. Amostras do Clp, ACC, PAG e hipocampo foram coletadas rapidamente, com
auxilio de matriz de corte sob resfriamento utilizando-se punchs de 2 mm de didmetro, ndo
ultrapassando o tempo maximo de 3 min desde o resfriamento da amostra até seu
acondicionamento em tubos 1,5 ml em gelo seco. O tempo total de coleta desde a eutanasia
dos animais até o armazenamento das amostras ndo ultrapassou 10 min. Posteriormente, todas

as amostras foram pesadas e mantidas em freezer -80°C por até 30 dias.

5.9 Imunohistoquimica e imunofluorescéncia
5.9.1 Imunofluorescéncia de dupla marcacéo para GAD65 e GFAP

Amostras de encéfalo fixadas foram cortadas em micrétomo de congelamento na
espessura de 30 um e armazenadas a temperatura de -20 °C em solucdo anti-freezing
(sacarose 15%, etilenoglicol 30% em PB 0,1 M). Para o ensaio de imunofluorescéncia foi
utilizado o seguinte protocolo: a) 3 lavagens de 10 min cada, em tampéo fosfato (PB 0,1 M;
ph 7.4); b) pré-bloqueio de uma hora com solucéo contendo 5% de soro de cabra (NGS) e
Triton X-100 0,3%; c) incubacdo overnight (cerca de 19 h) em temperatura ambiente com
anticorpos primarios especificos mouse anti-GADG65 (1/500; SAB4200232, clone N-GADG65,

Sigma—AIdrich®) e Rabbit anti-GFAP (1/1000; AB5804, Chemicon®), acrescido de 5% de
NGS, diluidos em Triton X-100 0,3% ; d) trés lavagens de 10 min cada, em PB 0,1 M; e)
incubagdo durante 2 h com os anticorpos secundarios fluorescentes anti-mouse Goat TRITC
(1/1200; para marcagdo de GADG5 em vermelho) e anti-Rabbit Goat FITC (1/100; marcagéo
de GFAP em verde) diluidos em Triton X-100 0,3%; f) 3 lavagens em PB 0,1 M; @)
montagem sobre Iaminas gelatinizadas; h) protecdo com meio de montagem a base de glicerol
e vedacdo com laminulas e esmalte. Os cortes foram mantidos em geladeira a 4° C por
periodo limite de um a trés méses e a imunorreatividade foi capturada em microscopio de
fluorescéncia (Aristoplan, Leitz). Foram capturadas imagens de trés cortes para cada area de
interesse de trés a cinco animais, e a densidade integrada corrigida de fluorescéncia foi obtida
descontando a média da fluorescéncia do fundo na area selecionada, da densidade integrada
total da imagem obtida no ImageJ. Apds a analise, as imagens aqui representadas foram
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processadas para aprimorar apenas o contraste e o brilho usando o Adobe Photoshop (Adobe
Systems, CA, EUA).

5.9.2 Imuno-histoquimica para tirosina-hidroxilase

Cortes coronais de encéfalo (30um) obtidos em micrétomo de congelamento foram
submetidos ao seguinte protocolo experimental: a) 10 lavagens de 10 min em tampéo fosfato
(PB 0,1 M; ph 7.4); b) incubacdo em solucéo de bloqueio (Triton X-100 0,03% e NGS a 5%)
por 1 h em temperatura ambiente; c¢) incubacdo overnight (totalizando cerca de 19h), em
temperatura ambiente sob agitacdo, com anticorpo primario anti- tirosina hidroxilase (1: 1000;
c-Fos sc-52; Santa Cruz Biotechnology, Inc, EUA) diluido em solu¢do contendo Triton X-100
0,3% e NGS 5%; d) 3 lavagens de 10 min em PB 0,1 M; e) incubacdo por 2 h com anticorpo
secundario biotinilado anti-Rabbit (1: 200 anti-Rabbit; 1gG Goat; Jackson ImmunoResearch
Laboratories, Inc., EUA); f) posteriormente eles foram incubados em solugdo avidina 1: 100 e
de biotina 1: 100 por 2 h e visualizados usando uma mistura de 0,05% de diaminobenzidina e
0,01% de peroxido de hidrogénio; g) os cortes foram lavados em PB de 0,1 M, e h) montados
em laminas gelatinizadas utilizando meio de montagem a base de glicerol; i) apds 48 h de
secagem em estufa 37°C, as laminas foram desidratadas em bateria de solucdes de etanol
graduadas seguidas de xilol; e j) por fim cobertas com laminula utilizando-se olugéo
Permount (Fisher Scientific, EUA). A imunorreatividade de TH foi observada usando
microscopio optico (Nikon Eclipse E800 e uma camera FDX35) em cortes do Clp (n=2 a 3
animais por grupo), com base nas coordenadas descritas no atlas de referéncia (Paxinos GW,
2005) para analise da densidade integrada de TH. As imagens foram otimizadas para contraste
e brilho usando o Adobe Photoshop (Adobe Systems, CA, EUA).

5.9.3 Imunofluorescéncia para sinaptofisina

O mesmo protocolo experimental de imunofluorescéncia apresentado anteriormente
para dupla marcacdo de GADG65 e GFAP foi utilizado para a realizacdo da imunofluorescéncia
de Sinaptofisina. Neste ensaio, porém, houve Unica marcacgdo, utilizando em c) o anticorpo
primario Rabbit SYP (1/100; (H-93): sc-9116, Santa Cruz Biotechnology, INC.), diluido em
5% de NGS e Triton X-100 a 0,03%; e utilizando em e) o anticorpo secundario anti-Rabbit
Goat FITC (1/50, marcagdo de sinaptofisina em verde), diluido em Triton X-100 0,03%.
Imagens foram capturadas em microscopio de fluorescéncia logo apos a realizacdo do ensaio
dentro do periodo limite de um més (Aristoplan, Leitz) relativas a trés cortes para a area de

interesse (Clp) de cinco animais, e a densidade integrada corrigida de fluorescéncia foi obtida
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descontando a média da fluorescéncia do fundo na area selecionada, da densidade integrada
total da imagem obtida no ImageJ. As imagens apresentadas foram processadas para

aprimorar contraste e brilho usando o Adobe Photoshop (Adobe Systems, CA, EUA).

5.10 Extragdo de aminoacidos

Para a extracdo de aminoacidos, amostras de Clp coletadas a fresco foram
homogeneizadas em solucdo contendo 4acido perclérico 0,1 M (CIHO4), 0,02% de
metabissulfito de sodio (Na2S20s) e EDTA dissadico diluidos em agua MilliQ. O volume de
solugéo para homogeneizacdo adicionado em cada amostra corresponde, em ml, a 15 vezes o
peso em gramas de cada amostra. Foi utilizada caneta sonicadora de alta frequéncia durante 2
min para a homogeneizacdo de cada amostra separadamente. Posteriormente, o material foi
deixado sob refrigeracdo a 4°C overnight para precipitacdo de proteinas e acidos nucleicos.
Em seguida, o material foi centrifugado a 10.000 rpm, 4°C por 30 min e o sobrenadante
coletado, armazenado em tubos de 1,5 ml em freezer -80°C até a quantificacdo analitica dos

neurotransmissores por HPLC.

5.11 Ensaio de Cromatografia Liquida de Alta Performance (HPLC)
Os niveis de GABA, glutamato e glicina, foram avaliados utilizando-se a
cromatografia liquida ultra- rpida (UFLC- Shimadzu), constituida por um sistema de fase

reversa em gradiente com duas bombas de injecdo e uma coluna carbdnica C18 (ACE 3 C18-

300M® 150 mm x 4.6 mm). Inicialmente, foi realizada reacdo de derivatizacdo dos
aminoéacidos com solucdo contendo fenilisotiocianato de potassio, trietilamina, etanol e dgua
Milli-Q e, em seguida, a identificacdo dos trés aminoacidos foi realizada por HPLC em leitura
feita por um detector PDA (photo diodo array) ajustado para analise em luz ultravioleta (UV)
no comprimento de onda 254 nm. A fase mdvel A constituiu de uma solugdo tampédo com 6%
de acetonitrila, enquanto a fase B foi composta de 80% de acetonitrila, 20% agua Milli-Q e
0,02% de EDTA. O tempo de corrida correspondeu a 46 minutos, em fluxo de 0,3 mL/min, na
proporcdo de 94% de fase movel A e 6% de fase mdvel B. A faixa de deteccdo dos
aminoacidos foi da ordem de picograma. Os resultados foram analisados através da
comparacdo das curvas dos trés aminodcidos GABA, glutamato e glicina de cada amostra

com a curva de calibracdo obtida pela analise do padréo.
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5.12 Ensaio de Western Blotting para GAD65

Amostras do Clp esquerdo, hipocampo total e ACC de ratos SHAM e EECI foram
lisadas em tampdo de extracdo (cloreto de sédio 274 mM; Igepal 2%; desoxicolato 0,5%;
glicerol 20%; Tris 40 mM, pH 8,0), adicionando-se inibidores de fosfatase e protease com um
sonicador. O ensaio para leitura de proteina DC (BioRad, EUA) determinou a quantidade de
proteina total de cada amostra. 30 ug de proteina foram submetidas a eletroforese em gel de
poliacrilamida 15% (SDS-PAGE), sendo posteriormente transferida para uma membrana de
nitrocelulose, incubada em solugdo de bloqueio contendo tampao Tris-Tween 20 (TBS-T)
(0,05% Tween 20) e albumina sérica bovina (BSA) a 3% por 1 h em temperatura ambiente e
incubada com o anticorpo primario mouse anti-GAD65 (1: 500; SAB4200232, clone N-
GADG65, Sigma-Aldrich®) e mouse pB-actina (1:5000; A 5316; Sigma-Aldrich, EUA)
overnight a 4°C. Os anticorpos secundarios (1:5000 leitura infravermelha - 790 nm; 1gG
antimouse) (Jackson ImmunoResearch Laboratories, Inc., EUA) foram incubados por 1 h a
temperatura ambiente em solucdo de TBS-T (0,05% Tween 20). As andlises densitométricas

foram realizadas utilizando-se o software ImageJ.

5.13 Analise estatistica dos resultados obtidos

Os resultados sdo apresentados como média + erro padrdo da media (e.p.m). As
andlises estatisticas de todos os dados foram geradas usando o GraphPad Prism, versdo 8
(GraphPad Software Inc., San Diego, CA, EUA). O teste ndo paramétrico (teste de Wilcoxon)
ou teste t paramétrico pareado / ndo pareado foi utilizado para a analise entre dois grupos. A
analise de variancia (ANOVA) seguida do pds-teste de Bonferroni foi usada para a
comparacdo de mais de dois grupos. ANOVA usando correcdo de Geisser-Greenhouse foi
usada quando a esfericidade nao foi assumida. Em todos os casos, p <0,05 foi considerado

estatisticamente significante.
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Protocolos Experimentais 11 e 111

5.14 Animais: Camundongos geneticamente modificados

Foram utilizados ao todo 64 camundongos, entre machos e fémeas, distribuidos em
sete grupos distintos de camundongos geneticamente modificados (enumerados abaixo) para a
execucdo deste trabalho. Os animais, com idade entre 6 e 8 semanas, foram obtidos do
Jackson Laboratories ® e mantidos sob condicgdes ideais de biotério, ciclo claro/escuro de
12h/12h, agua e racdo ad libitum e alojados em numero maximo de 5 animais por caixa,
mantidos no Centro de Recursos Animais das Ciéncias da Saude (Health Sciences Animal
Resources Centre -HSARC) na Cumming School of Medicine da Universidade de Calgary,
Alberta, Canada. Todos os protocolos experimentais aplicados foram aprovados pelo Comité
de Etica em Cuidados Animais da Universidade de Calgary (AC16-0191- APENDICE C) e
aprovado pela CEUA ICB (Emenda CEUA aplicada ao projeto N° 3447131117- APENDICE
B).

Os grupos de camungondos separam-se COMo Se segue:
e GAD2Cre: Gad2™m2®)zih/j (Jackson Laboratories): n=9 machos
e PVCre: B6;129P2-Pvalb™¢®A™/3 (Jackson Laboratories): n=10 machos
e Vglut2Cre: 368 Slc17a6 M2Celowl/y (Jackson Laboratories): n=15 machos
e GAD2CrexAi9: n=9 machos
e PVCrexAi9: n=11 machos
e Vglut2CrexAi9: n=10 machos
e tdTomato  Ai9:  B6.Cg-Gt(ROSA)26Sorme(CAC-tdTomato)Hze - 36973 (Jackson
Laboratories): maximo n=10 para acasalamento com camundongos machos GAD2-
cre, PV-cre, Vglut2-cre e obtencao de animais Ai9.
Protocolos experimentais aqui utilizados seguiram as normas estabelecidas pelo
CONCEA e estdo de acordo com as diretrizes do National Institutes of Health (NIH) para o
cuidado e uso de animais de laboratério (NIH Publications No. 8023, revisada em 1978),

como forma de minimizar estresse e sofrimento dos animais utilizados. E imprescindivel

distinguir que o uso de animais neste trabalho foi necessario pela ndo existéncia de possiveis
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métodos alternativos ou sistemas bioldgicos in vitro que reproduzam a total complexidade dos
fendmenos bioldgicos e fisiopatoldgicos de ativacdo neural e modulacdo da dor aqui

investigados.

5.15 Avaliagdo comportamental
5.15.1 Anestesiometro digital plantar (DPA)

O anestesidometro digital plantar foi utilizado para avaliacdo da sensibilidade mecanica

em camundongos (Digital Plantar Anesthesiometer- DPA- Ugo Basile®; Figura 7). Para este
teste, os animais foram colocados individualmente em uma area fechada em cima de um piso
de malha de arame e um filamento de nylon de 0,4 g (0.5 mm) foi posicionado e aplicado
diretamente sob a superficie plantar das patas posteriores direita (contralateral ao SNI) e
esquerda (ispsilateral ao SNI), para um teste mecanico de pressdo até resposta de retirada dos
animais, avaliado em gramas (g). Cada pata foi testada trés vezes, com intervalo de 10 a 15
seg. Os animais foram avaliados em uma medida antes (LIGHT OFF) e, 1 h ap06s, durante a
estimulagdo optogenética (LIGHT ON), trés minutos apds o inicio da estimulacao.

Figura 7. Anestesidbmetro digital plantar. Abaixo o equipamento para avaliacdo da sensibilidade

mecanica em camundongos (Digital Plantar Anesthesiometer- DPA- Ugo Basile®). O equipamento
constitui-se de um filamento de nylon de 0,4 g (0.5 mm) que ird aplicar uma forga crescente, em
gramas (g), na superficie plantar da pata dos animais até sua resposta comportamental de retirada do
membro.

Fonte: Autor (2020)
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5.15.2 Teste de preferéncia condicionada ao lugar (CPP)

O teste de preferéncia condicionada ao lugar (Conditioned Place Preference- CPP) foi
realizado em camundongos como descrito previamente (ZHANG et al., 2015), com algumas
modificagdes, para avaliacdo de dor espontanea. O protocolo incluiu um dia inicial de fase de
pré-condicionamento, em que o animal, com um cabo conector acoplado a fibra Optica
implantada, é colocado individualmente no meio de uma caixa de CPP de trés cAmaras (duas
camaras laterais com dimensdes 29 cm x 22 cm x 30 cm; e uma camara central de 6 cm x 22
cm x 30 cm iluminada artificialmente com luz LED; Figura 8) com acesso livre a todas as
camaras por 15 min. O tempo (em segundos- seg) gasto em cada camara foi registrado para
verificar nenhuma preferéncia de pré-condicionamento. Os animais que passaram mais de
70% (ou menos de 30% do tempo) na mesma camara foram excluidos de todas as analises
(HE et al., 2012). Posteriormente, os camundongos passaram por uma fase de
condicionamento de um dia, que consistia em uma sessdo de 30 min pela manha e uma sesséo
de 30 min, 4 h depois, a tarde, realizada em mesma condi¢cdo ambiente de temperatura,
umidade e luz na sala. Na sessdo da manhd, os animais foram condicionados (pareados) com
ndo estimulacdo (LIGHT OFF) - em que foram conectados aos cabos de estimula¢do porém
o laser néo foi ligado- em uma das duas camaras (paredes com listradas pretas verticais e piso
liso; ou paredes com circulos pretos e piso irregular), enquanto a estimulacdo optogenética
com laser (472 nm) (LIGHT ON) foi condicionada (pareada) na cdmara oposta por 15 min,
mais 15 min de laser (472 nm) desligada, a tarde. No dia do teste, os camundongos nao foram
submetidos a estimulacdo optogenética e tiveram livre acesso a todas as camaras por 15 min e
0 tempo gasto em cada uma foi registrado (Figura 9). O tempo total gasto em cada cAmara e a
pontuagdo em scores de CPP foram calculados como: o tempo gasto na cdmara condicionada
com LIGHT ON no dia do teste menos o tempo gasto na mesma camara no dia de pré-

condicionamento.
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Figura 8. Caixa de CPP. A imagem ilustra uma caixa de CPP para avaliagdo da resposta
comportamental de camundongos. A caixa é dividida em trés cAmaras duas camaras laterais com
dimensdes 29 cm x 22 cm X 30 cm, e uma camara central de 6 cm x 22 cm x 30 cm iluminada
artificialmente com luz LED. Para distincdo espacial, uma cadmara, a esquerda da figura, contém piso
irregular e paredes com circulos pretos e a segunda cdmara, a direita, contém piso liso e parede com
listras negras.

Camara

central
com iluminacao
artificial em LED

Fonte: Autor (2020)

Figura 9. Desenho experimental CPP. O esquema apresenta o protocolo experimental de avaliagdo
comportamental do CPP em camundongos. O teste consistiu de 3 dias consecutivos (Dia 1, Dia 2, Dia
3), em gue os animais foram submetidos ao Pré-Condicionameto, Condicionamento e Teste conforme
a figura.

Dia 2 ——

Dia 1 Manha Tarde Dia 3
Pré- Condicionamento 4h Condicionamento Teste
Condicionamento Camara pareada » | Camara pareada Camundongos
Camundongos sem estimulagéo com estimulagdo tiveram livre acesso

tiveram livre acesso
a todas as camaras
por 15 min

(LIGHT OFF)
durante 30 min

Fonte: Autor (2020)

(LIGHT ON)
durante 15 min,
mais 15 min com o
laser (472nm)
desligado

a todas as cadmaras
por 15 min
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5.16 Modelo de dor neuropética: Lesao parcial do nervo isquiatico (Spared Nerve Injury-
SNI)

A lesdo parcial do nervo isquiatico (Spared Nerve Injury- SNI) foi utilizada para
inducdo de dor neuropatica em camundongos conforme descrito por Bourquin et al (2006) e
reproduzido por Zhang et al (2015). Neste modelo, os animais foram anestesiados com
isoflurano (5% para inducdo e 2,5% para manutencdo) e submetidos ao procedimento
cirdrgico em que o0 nervo isquiatico esquerdo foi dissecado no nivel da trifurcacdo e um né
justo foi feito conectando apenas 0s nervos tibial e peroneal comum com fio de sutura de seda
(6-0) e cerca de 1 mm do nervo foi tricotomizado distalmente a ligadura. O nervo sural foi
mantido intacto. Os musculos e a pele foram suturados com fio de sutura Vicryl (6-0 ou 4-0).
Animais controle (SHAMsni) foram submetidos ao mesmo procedimento cirurgico, porém
ndo tiveram a lesdo do nervo. Este modelo gera hipersensibilidade mecénica de longa duracéo
membro correspondente a lesdo nervosa, que se inicia 3 dias apds a cirurgia de inducdo e se
estende por pelo menos um més (BOURQUIN et al., 2006).

5.17 Procedimentos cirurgicos para implante e injecao
5.17.1 Injecdo de tracador CTB488

Os camundongos GAD2CrexAi9, PVCrexAi9 e Vglut2CrexAi9 (6-8 semanas de
idade) foram anestesiados com isoflurano (5% para inducdo e 2,5% para manutencdo) e
submetidos a cirurgia estereotaxica para implante de uma canula de vidro para injecdo de
tracador retrogrado toxina colérica subunidade B (CTB488, 0,1% peso / volume; 400-450 nl /
animal - Thermo Fisher Scientific, EUA; entregue a uma velocidade de 100 nl por minuto) no
ACC direito (coordenadas 1.055 mm anterior ao bregma, 0.255 direito a linha média e 1.622
mm profundidade). Apds a injecdo, a canula foi mantida em posicdo por 5 min, depois
elevada em 100 um e mantida por mais 10 min para permitir a difusdo do tracador. O rastreio
retrogrado das projecGes entre o cortex insular e 0 ACC, CTB488 foi analisado 21 dias apos a

injecdo de forma a permitir o transporte e marcacgdo neuronal suficientes. A pele foi suturada

com fio de sutura Vicryl (4-0) e antibacteriano e analgesico Polysporin®foi aplicada

topicamente.



57

5.17.2 Injecéo de virus

Camundongos com 6-8 semanas de idade GAD2Cre: Gad2'™? ) Zih / 3. P\/Cre: B6;
129P2-Pvalbt™ €& Abr/ 3- \/glut2Cre: 368 Slc17a6!™? &) Lowl/ 3 (Jackson Laboratories, EUA)
foram submetidos a cirurgia estereotaxica para injecdo de titulos virais como vetores para
expressdo seletiva de Channelrhodopsin (ChR2) em células neuronais pAAV9-EFla-DIO-
hChR2 (H134R) - EYFP (12x10® particulas / ml; 100-200 nl / animal; Addgene), foi injetado
no Clp direito, de acordo com as coordenadas estereotaxicas: 0.5 mm posterior ao bregma,
lateralidade de 0.375 mm e 4.1 mm de profundidade. Com a cabeca fixada no aparelho, o
cranio foi exposto, limpo com solugdo salina 0,9% e um pequeno orificio foi aberto no
escalpo na regido de implante. Um capilar de vidro foi usado para injetar o virus a uma
velocidade de 50 nl por min. Apds a injecdo, o capilar permaneceu na posi¢do por 5 min, foi
elevado a 100 um e mantido na posic¢do por mais 10 min para permitir a difusdo da solucdo na

regido alvo. Ao final do procedimento, a pele foi suturada com fio de sutura Vicryl (4-0) e

antibacteriano e analgésico Polysporin®foi aplicado topicamente.

5.17.3 Implante de fibra optica

Camundongos com idade entre 6-8 semanas foram anestesiados com isoflurano (5%
para inducdo e 2,5% para manutencao) e submetidos a cirurgia estereotaxica para implante de
fibra dptica (2.5 mm de ponteira de cerdmica, 2.0 mm de comprimento para implante no ACC
e 4.0 mm de comprimento para implante no Clp; 200 um de didmetro do nucleo e abertura
numérica de 0,39 (NA), Thorlabs, EUA; Figura 10). O cranio foi exposto e limpo com
solucdo salina a 0,9% e peroxido de hidrogénio e um pequeno orificio foi aberto acima do
alvo para implante da cénula fibra optica. Camundongos GAD2Cre e PVCre foram
implantados no ACC direito (coordenadas: 1.055 mm anterior ao bregma; 0.255 mm direito a
linha média e 1.522 mm de profundidade) e camundongos Vglut2Cre no Clp direito (0.5 mm
posterior ao bregma, lateralidade de 0.375 mm e 4 mm de profundidade), ambas condigfes no
lado contralateral da cirurgia do SNI. A cirurgia foi realizada 14 dias ap0s a injec¢do do virus.
Cimento C&B Metabond (Parkel Inc, EUA) e uma capa pléastica foram utilizados para fixar e

proteger o implante. A pele foi suturada usando fio de sutura Vicryl (4-0) e antibacteriano e

analgesico Polysporin® foi aplicado topicamente.
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Figura 10. Fibra dptica implantavel para estimulagdo optogenética. A imagem ilustra uma canula
de fibra Optica de ponteira de ceramica usada para estimulacdo optogenética em camundongos (2.5
mm de diametro, 2.0 mm a 4.0 mm de comprimento; 200 um de didmetro do nudcleo e 0,39 NA,
Thorlabs, EUA).

Fonte: Adaptado de <https://www.thorlabs.com/newgrouppage9.cfm?objectgroup id=6036>

Acesso em 03 de marco de 2020.

5.18 Estimulagdo optogenética em camundongos com dor neuropatica

Os camundongos foram mantidos em ambiente experimental por pelo menos 30 min
antes de qualquer manipulacdo. Os animais foram rapidamente anestesiados com isoflurano
2% para permitir a conexdo da fibra Optica implantada, ao cabo conector contendo uma
juncéo de zircbnia de 2.5 mm e uma junta rotativa acoplada ao gerador do laser (472 nm-
azul). Os animais foram submetidos a estimulacdo optogenética com laser e submetidos aos
testes comportamentais 6 a 8 semanas ap6s a cirurgia de injecdo de virus. Os neurbnios que
expressam ChR2 foram estimulados com lasers DPSS (472 nm- azul) (Laserglow
Technologies, Ontario) com 5 mW de poténcia medida na ponta da fibra dptica (sensor de
poténcia S130C, Thorlabs, EUA). Foi utilizada laser pulsado de 40 Hz, 4 V e 10 ms para a
estimulacdo de ceélulas GABAérgicas e PV + (camundongos GAD2Cre e PVCre,
respectivamente), simulando a frequéncia y em experimentos comportamentais (ZHANG et
al., 2015), enquanto laser pulsado de 10 Hz, 4 V e 10 ms foi usado para estimulacdo de
células glutamatergicas (camundongos Vglut2Cre). Os animais foram estimulados por 3 min
e entdo avaliados no teste de DPA e/ ou CPP (conforme protocolo experimental) ainda sob

estimulacdo.

5.19 Coleta de amostras
Uma hora e trinta minutos apds a realizacdo dos experimentos comportamentais, 0S

camundongos foram eutanasiados por overdose de anestésico isofluorano 5% e perfundidos


https://www.thorlabs.com/newgrouppage9.cfm?objectgroup_id=6036
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com solucéo salina 0,9% (20 ml / animal) e PFA 4% (20 ml / animal), ambos dissolvidos em
tampdo fosfato-salino 1X (PBS 1X; pH 7,4). Amostras de encéfalo foram coletadas e
amostras foram pos-fixadas em PFA 4% overnight e mantidas sob refrigeracdo 4 °C em
solucdo de sacarose 30%, dissolvida em tampédo fosfato-salino 1X (PBS 1X; pH 7,4) para

crioprotecdo, até serem processadas.

5.20 Imunofluorescéncia para c-Fos

Cortes coronais de encéfalo de camundongos GAD2CrexAi9, PVCrexAi9 and
Vglut2CrexAi9 foram obtidos com corte em criostato e preparadas em ladminas de
microscopia carregadas positivamente (espessura dos cortes de 30 pum) de acordo com o
seguinte protocolo: a) trés lavagens de 10 min em PBS 1X ; b) incubacdo em solucdo de
blogqueio contendo Triton X-100 a 0,3% e 5% NGS por 1 h30 min a temperatura ambiente; ¢)
incubacdo overnight com anticorpo primario especifico para Fos diluido em Triton X-100
0,3% e 5% NGS (Rabbit anti- c-Fos sc-52 ab190289; 1: 1000; Santa Cruz Biotechnology, Inc,
EUA); d) trés lavagens de 10 min em PBS 1X; e) incubagdo a temperatura ambiente por 2h30
min com anticorpo secundario Alexa Fluor 633 anti-rabbit (1: 600, Goat anti-Rabbit A-21070
Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, EUA); f) trés lavagens de 10 min em PBS 1X; Q)
cobertura com laminulas utilizando meio de montagem anti-fading Fluoromount / PlusTM
Plus (Cedarlane, Canada). A imunomarcacao foi observada usando uma lente objetiva 10 x
0,4 e 20 x 0,75 NA em um microscopio confocal Leica TCS SP8, e as imagens foram
capturadas no software LAS X Life Science Leica (Leica, Alemanha). Para cada animal,
imagens de trés cortes foram capturadas, e analisadas usando o software ImageJ calculando-se
0 numero de nudcleos marcados com c-Fos para 0s grupos SNI e SHAMsni. Imagens foram
otimizadas para contraste e brilho ap6s analise usando o Adobe Photoshop (Adobe Systems,
CA, EUA).

5.21 Analise de expressdo de virus em camundongos

Amostras de encéfalo de camundongos GAD2Cre, PVCre e Vglut2Cre dos grupos
SNI e SHAMsni submetidos a estimulacdo optogenética foram coletadas 1 h30 min apos
avaliacdo comportamental 8 semanas ap0s a injecao do virus por perfusdo transcardiaca para
avaliacdo da expressdo viral nas regibes de interesse. As células que expressaram AAV
pAAV9I-EF1a-DIO-hChR2 (H134R) - eYFP) foram observadas usando uma lente de NA de
10 x 0,4 e uma lente de NA de 20 x 0,75 em microscopia confocal (Leica TCS SP8) e
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imagens foram obtidas no software LAS X Life Science Leica (Leica, Alemanha) para analise

qualitativa da expressao anterograda do vetor viral nas células neuronais.

5.22 Anélise estatistica dos resultados obtidos

Os resultados sdo apresentados como meédia + erro padrdo da média (e.p.m). As
andlises estatisticas dos dados foram geradas usando o GraphPad Prism, versdo 8 (GraphPad
Software Inc., San Diego, CA, EUA). A Analise de Variancia (ANOVA) seguida pelo teste de
Bonferroni foi usada para comparagdes de mais de dois grupos. ANOVA usando correcao de
Geisser-Greenhouse foi usada quando a esfericidade ndo foi considerada. Teste t paramétrico
pareado ou ndo pareado foi utilizado para a analise entre dois grupos. Em todos 0s casos, p

<0.05 é considerado estatisticamente significativo.
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6. Resultados

6.1 mBIC reverte a antinocicepcao induzida por EECI em ratos com dor neuropatica

Animais estimulados (EECI n= 9) apresentaram antinocicep¢cdo mecanica na pata
direita, ipsilateral ao CCI, e contralateral a estimulacdo (EECI no Clp esquerdo), quando
comparados ao seu grupo controle SHAMEeeci (n= 7), que se estendeu desde o primeiro dia de
estimulacdo e de forma sustentada até o quinto dia de estimulacdo (ANOVA de duas vias,
tratamento x tempo; F (4, 56) = 8.020, p<0.0001; pos teste de Bonferroni, p<0.01; EECI - n=9;
Pré 1= 38.222 + 3.256; P0s 1: 76.333 * 6.658; Pds 5 = 75.889 + 6.945; vs SHAMEkgc) - n=7;
Pré 1= 37.286 + 5.415; Pos 1: 38.428 + 2.348; Pos 5 = 38.714 + 2.876; p<0.01); (Figura
11A).

O tratamento intratecal com mBIC 1h anterior ao teste comportamental ap6s cinco
EECI reverteu a antinocicepgédo induzida nos animais conforme apresentado no Figura 11B
(ANOVA de duas vias, F (9, 66)= 5.697, p<0.0001; pds teste de Bonferroni, p<0.001; EECI -
n=9; POs 5= 75.889 * 6.945; vs EECI+mBIC - n=5; Pds 5= 44.400 + 7.750; ***p= 0.0001).
Foi também observada uma reversdao do quadro de hipersensibilidade mecanica do grupo
controle SHAMEeeci+mBIC (n=5) ap6s a administragdo da mBIC ao quinto dia do protocolo
experimental, (SHAMEgeci+mBIC group- n= 5; Pre 5= 25.000 £ 3.592; Post 5= 55.200 +
4.259; **p= 0.0005); (Figura 11B).

Por sua vez, o tratamento com mBIC néo alterou a antinocicep¢do induzida ap6s uma
unica EECI como observado na Figura 11C (ANOVA de duas vias, tratamento x tempo; F ¢,
15y = 7.470, p= 0.0056; pés teste de Bonferroni, p= 0.0003; EECI+mBIC - n= 4; Pré 1=
18.250 + 2.658; Pos 1: 66.500 * 9.613; vs SHAMEeeci +mBIC - n= 3; Pré 1= 20.333 * 3.930;
Pds 1: 18.333 + 3.930; p= 0.0003); (Figura 11C).
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Figura 11- Efeito da administracdo de mBIC sobre a antinocicep¢cdo mecanica induzida pela
EECI. Foram aferidas medidas basais (Basal) de resposta ao estimulo mecéanico na pata posterior
direita no teste de pressdo de pata (g). Grupos EECI (n=9), SHAMEeeci (n=7), EECI+mBIC (h=4 a 5)
e SHAM geci +mBIC (n=3 a 5) foram avaliados em uma medida Basal, entdo submetidos ao CCl e
avaliados em uma medida antes da estimulacdo (Pré EECI 1), e antes e apds (Pré e Pds) a sessdo de
estimulacdo ao primeiro (EECI 1) e quinto dia (EECI 5) de estimulacdo. Dados apresentados como
média *+ e.p.m. ANOVA de duas vias seguido do pos-teste de Bonferroni. Em (A) ** p= 0.0035 Pré
EECI 1 vs P6s EECI 1 grupo EECI; ****p<0.0001 Basal vs Pré EECI 1; ##p=0.0016; ###p=0.0009;
##p=0.0025 grupos SHAM vs EECI em Pds EECI, Pré EECI 5 e Pés EECI 5, respectivamente. Em
(B), ****p<0.0001 Basal vs Pré EECI 1; ***p=0.0005 Pré EECI 5 vs Pds EECI 5 grupo SHAM eec
+mBIC; ###p=0.0001 grupo EECI vs EECI+mBIC medida Pés EECI 5; ####p<0.0001 grupo EECI vs
SHAM medida P6s EECI 5. Em (C) ***p= 0.0002 Pré vs P6s grupo EECI+mBIC; e ###p=0.0003
grupos EECI+mBIC vs SHAMEgec) +mBIC.
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6.2 EECI e a transmissdo GABAEérgica central ndo alteram a atividade locomotora geral
de ratos com dor neuropatica

Os resultados obtidos demonstram que tanto a EECI quanto a administragéo intratecal
de mBIC ndo alteram a atividade locomotora geral dos animais, tanto sob o aspecto da
locomocéo, em numero total de entradas nos quadrantes (ANOVA de uma via, F, 20) = 3.672,
*p=0.0295; pos teste de Bonferroni, p>0.05; EECI: n=9; 89.11 + 5.184; SHAMEEeci: n= 8;
94.25 + 6.419; p>0.05; EECI+mBIC: n=2; 63.500 + 1.500; SHAMEgeci+mBIC: n=5; 71.00
* 6.042; p>0.05); quanto da frequéncia de levantar (ANOVA de uma via, F (3,21)= 0.4611, p=
0.7124; teste de Bonferroni, p>0.05; EECI: n=9; 12.11 + 1.448; SHAMEgci: n=8; 10.75 +
2.541; p>0.05; EECI+mBIC: n= 2; 14.00£4.00; SHAMEgeci +mBIC: n=6; 13.83 + 1.327,
p>0.05) (Figura 12).
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Figura 12- Efeito da EECI e da administracdo de mBIC na atividade locomotora geral de ratos
com dor neuropatica. Animais EECI (n=9) e SHAMeeci (n=8), EECI+mBIC (n=2) e
SHAMEggci+mBIC (n=5), foram submetidos ao teste de campo aberto uma Unica vez apds cinco
EECI, ou uma hora ap6s administracdo de mBIC, sendo aferida locomogao (nimero total de entrada
em quadrantes (em A) e frequéncia de levantar (em B). Dados apresentados como média £ e.p.m.
Anova de uma via seguido do pos-teste de Bonferroni.

b

1504

100+

n
[ =]
1

Namero total de entradas
nos quadrantes / 3 min

SHAM..., EECI SHAM..., EECI

+mBIC
£
£ 304
(4]
E *
€
S 20
>
- ®
L4
o .
® 104
(4]
| =
< °
o
e 0 *
L

SHAMg.-, EECI SHAM.., EECI
+mBIC

Fonte: Autor (2020)



65

6.3 EECI aumenta a imunomarcacdo de GADG65 no Clp sem alterar a presenca de
GFAP nas demais regides da circuitaria central de dor

A imunorreatividade para GAD65 e GFAP foi analisada em cortes submetidos a
imunofluorescéncia de dupla marcacdo no cértex insular posterior (Clp), PAG, hipocampo
(HIP), cortex do cingulo anterior e medial (ACC e MCC) e bulbo rostral ventro-medial
(RVM) de animais EECI (n=3 a 5) e SHAMEec| (n= 3 a 5) submetidos a cinco EECI.

Imagens de cortes coronais de encéfalo de rato representativas das regides de interesse,
considerando o hemisfério estimulado (esquerdo) ou contralateral a estimulacdo (direito)
estdo representadas nas Figuras 13, 15, 17, 19, 21, onde a marcagéo fluorescente para GAD65
é apresentada em vermelho e de GFAP em verde, e as sobreposi¢cfes de GAD65 e GFAP
representadas pelas figuras MERGE.

A analise qualitativa da sobreposicdo de GAD65 e GFAP (MERGE) ndo permitiu a
distingdo de co-localizacdo dos marcadores nas regides analisadas (n= 3 fotos por regido/ n=3
a 5 por grupo), como observado nas Figuras 13 (E, F, G, H, M, N, O, P), 15 (E, F, G, H), 17
(E,F,G,H,M,N,O,P),19(E,F,G,H, M,N, O, P), 21 (E, F,), ndo implicando diretamente
na presenca ou alteracdes de GADG65 em células astrocitarias no modelo utilizado.

A andlise semi-quantitativa da densidade integrada de fluorescéncia para GADG65 e
GFAP apresentadas nas Tabelas 1 e 2, respectivamente, demonstram que cinco EECI
aumentaram a imunomarcacdo de GAD65 no Clp em ambos hemisférios, sem influenciar a
imunorreatividade desta enzima nas demais regides analisadas (Tabela 1). Ndo foram

observadas alteracdes na imunomarcacao de GFAP nas regifes analisadas (Tabela 2).
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Figura 13- Imunofluorescéncia para GAD65 e GFAP no Clp. Encéfalos de ratos EECI (n=3
GADG65/ n=4 GFAP — | a P) e SHAMEeec| (n=3 GADG65/ n=5 GFAP — A a H) foram coletadas apds
cinco EECI e cortes histologicos foram submetidos a imunofluorescéncia de dupla marcacdo para
GADG65 (vermelho) e GFAP (verde). Imagens obtidas em microscopio de fluorescéncia e analisadas
no programa Imagel. Tracejado brando define a area de implante e a area do Clp nos hemisférios
estimulado (esquerdo) e contralateral a estimulacéao (direito), (coordenadas de referéncia: bregma -8.40
mm até bregma -5.76 mm). MERGE corresponde a sobreposicdo de GAD65 e GFAP em aumento
maior e menor, respectivamente, em (E), (F), (M), (N) e (G), (H), (O), (P). Réguas representativas de
100 e 50 um. Abreviagdes: Clp: cortex insular posterior; fr: fissura rinal.
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Figura 14- Efeito de cinco EECI sobre a imunomarcacdo para GAD65 e GFAP no Clp. Foram
obtidas imagens em microscopio de fluorescéncia do Clp de animais EECI (n=3) e SHAMegeci (n=3) e
a densidade integrada de fluorescéncia de GAD65 (A) e GFAP (B) analisada nos hemisférios esquerdo
e direito utilizando o programa ImageJ. Dados apresentados como média + e.p.m. ANOVA de duas
vias seguido do poés-teste de Bonferroni. Em (A) **p=0.0033 SHAMeeci vs EECI, lado
esquerdo;**p=0.0047 SHAMeec vs EECI, lado direito.
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Figura 15- Imunofluorescéncia para GAD65 e GFAP na PAG. Cortes coronais de ratos EECI (n=5
- B, D, F, H) e SHAMeeci (n=5 — A, C, E, G) coletados apds cinco EECI foram submetidos a
imunofluorescéncia para GAD65 (vermelho) e GFAP (verde). Imagens obtidas em microscépio de
fluorescéncia e analisadas no programa ImageJ. Réguas representativas de 100 e 50 um. Tracejado
branco delimita as regides de colunas da PAG dorso-medial (dmPAG), dorso-lateral (dIPAG), lateral
(IPAG) e ventro-lateral (VIPAG); (coordenadas de referéncia: bregma -2.56 mm até bregma 0.00 mm).
MERGE corresponde a sobreposicdo de GAD65 e GFAP em aumento maior e menor,
respectivamente, em (E), (F) e (G), (H). Abreviaturas: Ag: aqueduto.
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Figura 16- Efeito de EECI sobre a imunomarcacédo para GAD65 e GFAP na PAG. Imagens de
cortes coronais da PAG foram obtidas em microscopia de fluorescéncia e a densidade integrada de
fluorescéncia de GADG5 (A) e GFAP (B) de animais EECI (n=5) e SHAMEeeci (n=5) analisada
utilizando-se o programa ImageJ na PAG total, e considerando-se suas subdivisdes em colunas dorso-
medial (dmPAG), dorso-lateral (dIPAG), lateral (IPAG) e ventro-lateral (VIPAG); e niveis rostro-
caudais (A, B, C, D, E, F). Dados estdo apresentados como média + e.p.m. Teste t ndo pareado ou
ANOVA de duas vias seguido do teste de Bonferroni. *p=0.0285 dmPAG vs VIPAG grupo EECI; e
*p=0.0180 IPAG vs VIPAG grupo EECI.
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Figura 17- Imunofluorescéncia para GAD65 e GFAP no hipocampo. Amostras de encéfalo de
ratos EECI (n=3 — | a P) e SHAMeeci (n=4 — A a H) foram coletadas apds cinco EECI e cortes
coronais de hipocampo (coordenadas de referéncia: bregma 3.96 mm até bregma -1.8 mm) foram
submetidos a imunofluorescéncia para GAD65 (vermelho) e GFAP (verde). As imagens dos
hemisférios esquerdo e direito foram obtidas em microscépio de fluorescéncia e analisadas no ImageJ.
Tracejado branco delimita a regido analisada. Réguas representativas de 100 e 50 pm.
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Figura 18- Efeito de cinco EECI sobre a imunomarcagéo para GAD65 e GFAP no hipocampo.
Foram obtidas imagens em microscépio de fluorescéncia e quantificada a densidade integrada de
fluorescéncia de GADG5 (A) e GFAP (B) em amostras de animais EECI (n=3) e SHAMeeci (n=4) no
ImageJ. Dados estdo apresentados como média + e.p.m. ANOVA de duas vias seguido do pos-teste de
Bonferroni.
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Figura 19- Imunofluorescéncia para GAD65 e GFAP no cortex do cingulo. Cortes coronais de
encéfalos EECI (n=5 - 1 a P) e SHAMEeec (n=5- A a H) foram submetidos a imunofluorescéncia de
dupla marcacdo para GAD65 (vermelho) e GFAP (verde) no ACC (Imagens representativas abaixo de
A aP) e MCC (coordenadas de referéncia: bregma 0.48 mm até bregma 4.80 mm; MCC: bregma -1.56
mm até bregma 0.36 mm). Imagens dos hemisférios esquerdo e direito obtidas em microscopio de
fluorescéncia e analisadas no programa ImageJ. Tracejado branco delimita a regido analisada. Réguas
representativas de 100 e 50 um. AbreviacGes: Abreviagdes: Cg:cingulo.
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Figura 20- Efeito de cinco EECI sobre a imunomarcagdo para GAD65 e GFAP no cingulo.
Cortes de encéfalos de EECI (n=5) e SHAMeeci (n=5) foram submetidos a ensaio de
imunofluorescéncia para GAD65 (A) e GFAP (B). Imagens obtidas em microscépio de fluorescéncia e
a densidade integrada de fluorescéncia foi quantificada no ImageJ. Dados estdo apresentados como
média + e.p.m. ANOVA de duas vias seguido do pos-teste de Bonferroni.
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Figura 21- Imunofluorescéncia para GAD65 e GFAP no RVM. Cortes EECI (n=5 - A, C, E) e
SHAMEeeci (n=5 — B, D, F) submetidos a imunofluorescéncia para GAD65 (vermelho) e GFAP
(verde). Imagens obtidas em microscopio de fluorescéncia do RVM (coordenadas de referéncia:
bregma -11.88 mm até bregma -10.44 mm) e analisadas no ImageJ. Régua representativa de 100um.
Abreviagdes: GiA nucleo reticular gigantocelular; LPGiA: nucleo paragigantocelular lateral alpha;
LPGIE: nucleo paragigantocelular lateral externo; RMg: nucleo magno da raphe; py: trato piramidal.
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Figura 22- Efeito de cinco EECI sobre a imunomarcacgdo para GAD65 e GFAP no RVM. Cortes
coronais coletados de encéfalo de ratos EECI (n=5) e SHAMEgeci (n=5) foram submetidos a
imunofluorescéncia para GAD65 (A) e GFAP (B). Imagens representativas obtidas em microscopio de
fluorescéncia e a densidade integrada de fluorescéncia das imagens foi quantificada utilizando-se o
programa ImageJ. Os dados estéo apresentados como média + e.p.m. Teste t ndo-pareado.
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Tabela 1 - Imunorreatividade para GAD65
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SHAM 20/ EECI

Esquerdo Direito Esquerdo Direito Fit teste Valor de p
Clp 3.885x1070:2.429x10"0 2.1684 x1070x2.162100 | 4 54741011 1.240x10712 1.713x101£1.171x1011 2 Fu.2=1870 0.3049
PAG 3.716x101+£ 8.827x10"" 4.918x101+2.518x10"0 t(8)=0.4507 0.6642
HIP 2.811x10""+6.163x1010 2.189x101"+6.436x10" | 1.281x101"+5.991x10"0 1.329x10"1:4.586x1010 Fi1.16=0.3297 0.5738
ACC | 3.789x10"°£2.555x1070 1.161x10'0+5.823x10% | 2.118x10'0:1.269x10"0  8.445x10%9:8.331x100° F1,7=0.6825 0.4360
MCC | 1.632x10"0+1.542x10"0 3.408x10'0+1.752x10"0 | 2.971x10%£1.471x10" 2.0821x10'%£1.310x10"0 Fi1.12=0.7242 0.4114
RVM 2.453x1070£2.217x1010 3.512x10'0+ 2.989x1010 t(8)=0.2848 0.7830

Amostras de encéfalo foram obtidas 1 h apds a 52 sessdo de EECI em ratos com dor neuropatica (n = 3
a 5) ou SHAMeeci (n = 2 a 5) e submetidas a imunofluorescéncia para GAD65. Imagens foram
obtidas em microscopio de fluorescéncia e a densidade integrada de fluorescéncia foi analisada para
cada area de interesse nos hemisférios esquerdo (estimulado) e direito (contralateral a estimulacao):
cortex insular posterior (Clp); PAG; Hipocampo (HIP); cértex do cingulo anterior e medial (ACC e
MCC); e bulbo rostral ventro-medial (RVM). Esquerdo e direito correspondem ao lado do hemisfério.
Dados apresentados como média + e.p.m. Anova de duas vias seguido do pdés teste de Bonferroni; a
p<0.05 EECI comparado ao grupo SHAMEeec.. Ou teste t ndo pareado.

Fonte: Autor (2020)
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SHAM 07 EECI

Esquerdo Direito Esquerdo Direito Fit teste Valor de p
Clp | 1.252x101=2.817x1010 1101 x1071= 2.379x100 | 1.086x1071+3.233x1070 5.519x1010-8 683x1007 Frro= 1.092 0.3308
PAG 3.067 x101+ 4.592x10™ 2.794x10!"+ 5.659x1010 1(7)=0.3793 0.7157
HIP | 1.786x10":1.587x107 1.794x101:1560x1010 | 1.400x107:1.543x107  1.282x101£1.560%10™0 | F(y 5= 0.1602 0.6943
ACC | 2.193x10"+1.623x10"! 2.418x10""=1.821x10"" | 1.960x10"1.401x10™! 1.920x10"1+1.284x101 | Fyy 4= 0.241 0.8795
MCC | 2.321x101:1.552x10™ 2510x101£1.821x10" | 2.430x107£1.750x107 2.018x107+1.201x10" | Fyy 5= 0.2556 0.6268
RVM 1.546x1010= 4.581x10%9 3.334x1010: 1.332x1070 {(7)=1.270 0.2399

Imunofluorescéncia para GFAP foi realizada em amostras de encéfalo de ratos EECI (n = 3 a 5) ou
SHAMEec (n = 2 a 5). Imagens foram obtidas em microscdpio de fluorescéncia e obtida a densidade
integrada da fluorescéncia nos hemisférios esquerdo (estimulado) e direito (contralateral a
estimulacdo) no cortex insular posterior (Clp); PAG; Hipocampo (HIP); cortex do cingulo anterior e
medial (ACC e MCC); e bulbo rostral ventro-medial (RVM). Esquerdo e direito correspondem ao lado
do hemisfério. Dados apresentados como média £ e.p.m. Anova de duas vias seguido do teste de
Bonferroni; ou teste t ndo pareado.

Fonte: Autor (2020)
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6.4 EECI n&o altera a proteina total GAD65 no Clp, hipocampo e ACC

Os niveis de GADG65 no Clp, hipocampo e ACC também foram avaliados em animais
EECI (n=5) e SHAMEeeci (n=5) por meio de ensaio de western blotting. Os resultados
apresentados na Figura 23 demonstram que cinco EECI ndo alteram a quantidade de proteina
total de GADG5 nas regides analisadas no Clp esquerdo (Teste t ndo pareado t (8)= 0.5209;
p= 0.6165; grupo EECI n= 5; 1.513 £ 0.3267; grupo SHAMEgci, n= 5; 1.269 * 0.335;
p>0.05); hipocampo total (Teste t ndo pareado t(8)= 0.424; p= 0.9672; grupo EECI n=5;
1.544 £ 0.226; grupo SHAMEeci, n=5; 1.528 + 0.275; p>0.05) e ACC (Esquerdo: Teste t ndo
pareado t (8) = 0.4838; p= 0.6415; grupo EECI n=5; 0.744 + 0.157; grupo SHAMEgeci, n=5;
0.942 + 0.377; p>0.05); (Direito: teste t ndo pareado: F @, 4) = 1.111; p= 0.9212; EECI n=5;
0.732 = 0.126; SHAMEEeci, n=5; 0.66 + 0.133; p>0.05).



79

Figura 23- Efeito de cinco EECI sobre 0s niveis de GAD65. Amostras de Clp (A), hipocampo (B) e
ACC (C) foram coletadas de animais EECI (n= 5) ou SHAMEeeci (n= 5) e congeladas
imediatamente apds cinco EECI para anélise de western blotting. Utilizou-se anticorpo primario para
GADSG65 e B-actina foi usada como controle. Dados apresentados como a média + e.p.m. Teste t ndo
pareado ou ANOVA de uma via seguido do teste de Bonferroni.

GADBS/p-actina

Clp

GADGS | W G5k Da

Hipocampo
GADES W= g CSkD=

Fracting s o 47102

Bracting | s 42k0a B
3
]
£
L] ﬁ 24
hd ?
] 3
w
—— [=] 1
. 3
.
T 0
SHAMeq

ACC

GADES s s s wm S5k0=

C F-aoling s s —— 12k

GADBS/p-actina

SHAMzz-; EECI SHAMzz-, EECI
Esquerdo Esquerdo Direito  Direito

Hemisfério

Fonte: Autor (2020)




80

6.5 EECI néo altera os niveis de GABA, glutamato e glicina no Clp

Os niveis de GABA, glutamato e glicina foram analisados por HPLC nas amostras de
Clp apos cinco EECI em animais EECI (n=6 a 7) e SHAMEeeci (n= 8). A razdo glutamato /
GABA também foi calculada com base na andlise quantitativa dos neurotransmissores. Os
resultados apresentados na Figura 24 mostram que cinco EECI ndo alteraram os niveis de
GABA e glutamato nas amostras analisadas (GABA: ANOVA de duas vias, tratamento X
grupo; Fa25= 0.4660; p= 0.5011; pods teste de Bonferroni, p> 0.05 ; EECI n=5; 1.544 +
0.226; SHAMEgci, n = 5; 1.528 + 0.275; p>0.05; Esquerdo: EECI - n=3; 0.112+0.012;
SHAMEEci - n= 3; 0.120 + 0.015; p>0.05; Direito: EECI- n=3; 0.111+0.017; SHAMEEeci - n
= 3; 0.139 £ 0.008; p>0.05); (Glutamato: ANOVA de duas vias, tratamento x grupo, Fgq,
25=0.04883; p= 0.8269; pos teste de Bonferroni, p>0.05; Esquerdo: EECI- n=3; 0.807 +
0.106; SHAMEgeci n=3; 0.764 = 0.092; p>0.05; Direito: EECI - n=3; 0.757 £ 0.047;
SHAMEec| - n=3; 0.749 £ 0.057; p>0.05).

Os niveis de glicina no Clp do hemisfério contralateral a estimulacdo (direito) dos
animais com EECI foram mais altos em comparagdo com o lado esquerdo (ANOVA de duas
vias, tratamento x grupo, F,25=10.23; p=0.0037; pos teste de Bonferroni, **p<0.01; EECI —
Esquerdo - n=3; 0.044+0.007; Direito - n=3; 0.069+0.006; **p= 0.0099), mas nédo diferente
do grupo SHAMEeci (Anova de duas vias, F,25= 1.931; p= 0.1769; pds teste de Bonferroni,
**p<0.01; grupo SHAMEeci - Esquerdo - n=3; 0.054 + 0.004; Direito - n=3; 0.064 + 0.002;
p>0.05) (Figura 24).

Por fim, a razdo glutamato/GABA na Figura 24 foi maior no Clp esquerda em
comparacdo ao lado direito (ANOVA de duas vias, tratamento x grupo, Fe, 24) = 10.47; p=
0.0001; pés teste de Bonferroni *p<0,05; esquerdo: EECI - n=3; 7.125 + 0.230; SHAMEec -
n=3; 6.37 = 0.21; Direito: EECI - n=3; 5.893+0.280; SHAMEec| - n=3; 5.367+0.200; *p=
0.0169 SHAMEeci Esquerdo vs Direito; **p= 0.0099 EECI Esquerdo vs Direito;
****p<0.0001 EECI Esquerdo vs SHAMEgc) Direito).
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Figura 24- Efeito de cinco EECI sobre o0s niveis de neurotransmissores no Clp. Amostras de Clp
foram obtidas de ratos EECI (n= 6 a 7) ou SHAMegeci (n= 8) imediatamente apds cinco EECI e
submetidas & extracdo de aminodcidos e anélise por HPLC para avaliagdo dos niveis de GABA (A),
glutamato (B) e glicina (C) e a razdo glutamato/GABA (D). Dados apresentados como média + e.p.m.
ANOVA de duas vias seguido do pés teste de Bonferroni. Em (C) **p= 0.099 EECI esquerdo vs

direito; em (D) *p=0.0169 SHAMEeec esquerdo vs direito; ** p= 0.0099; EECI esquerdo vs direito;
***%n<0.0001 EECI esquerdo vs SHAMEgc direito.
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6.6 EECI n&o altera a imunomarcacao de tirosina hidroxilase na insula posterior

A imunorreatividade de tirosina hidroxilase (TH; Figuras 25 e 26) foi analisada em
cortes coronais de Clp em EECI (n=3), SHAMegeci (n=3) e NAIVE (n=2). A analise
qualitativa das imagens apresentadas na Figura 25 mostram que ndo se apresentaram
marcagdes positivas de TH no cortex insular posterior. Além disso, a analise da densidade de
TH na Figura 26 demonstra que animais, EECI, SHAMEeeci e NAIVE apresentam niveis
semelhantes de densidade de TH no Clp (ANOVA de uma via F,12) =0.2064; p= 0.8163; pos
teste de Bonferroni p>0.05; EECI - n= 6; 7.75x10" + 5.72x10%°; SHAMEeeci - n= 6;
8.37x10% + 8.63x10%; NAIVE-n= 3; 7.69x10° + 1.32x10%%; p>0.9999).
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Figura 25- Imuno-histoquimica para tirosina-hidroxilase no Clp. Cortes coronais de ratos EECI
(n=3), SHAMeeci (n=3) e NAIVE (n=2) foram submetidos a imuno-histoquimica para tirosina-
hidroxilase (TH) e imagens foram capturadas em microscépio éptico. Tracejado preto delimita a area
do Clp nos hemisférios estimulado (esquerdo — A, C, E) e contralateral a estimulacéo (direito — B, D,
F). Régua representativa de 100 um. Abreviacdes: Clp: cortex insular posterior; fr: fissura rinal.
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SHAMEECI

EECI

Fonte: Autor (2020)
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Figura 26- Andlise imuno-histoquimica para tirosina-hidroxilase no Clp. Imagens de cortes de
encéfalo de ratos EECI (n=6), SHAMEeeci (n=6) e NAIVE (n=3) submetidos & imuno-histoquimica
para tirosina hidroxilase (TH) foram analisadas no programa ImagelJ e foi obtida a densidade integrada
de TH no Clp total. Dados foram apresentados como média + e.p.m. ANOVA de uma via seguido do
pos-teste de Bonferroni.
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6.7 EECI né&o altera a imunomarcacéao de sinaptofisina no Clp

A imunomarcagdo para a proteina sinéptica sinaptofisina (em verde, Figura 27) foi
analisada em cortes coronais do Clp de animais EECI (n= 3) e SHAMEggc (n= 3). Os dados
apresentados na Figura 28 demonstram que cinco EECI ndo alteram a imunomarcacéo de
sinaptofisina no Clp (Anova de duas vias, tratamento x grupo; F @, 4= 1.615; p= 0.2727; p6s
teste de Bonferroni p>0.05; Esquerdo EECI - n= 3; 1.042x10+ 2.169x10° ; vs SHAMEeec;
n= 3; 9.280x10%° + 1.743x10'%; p= 0.8836; Direito EECI - n= 3; 8.538x10'°+5.163x10%; vs
SHAMEkc: - n= 3; 9.677x101%+2.074x10%; p= 0.8833).



86

Figura 27- Imunofluorescéncia para sinaptofisina no Clp. Cortes coronais de ratos EECI (n=3) e
SHAMEeeci (n=3) foram submetidos a imunofluorescéncia para sinaptofisina e imagens foram
capturadas em microscopio de fluorescéncia e analisadas no programa ImageJ. Tracejado branco
delimita o implante do eletrodo no Clp esquerdo e a &rea analisada nos hemisférios estimulado
(esquerdo — A, C) e contralateral & estimulacéo (direito — B, D). Régua representativa de 100 pm.
Abreviactes: Clp: cértex insular posterior; fr: fissura rinal.
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Figura 28 - Efeito de cinco EECI na imunomarcacédo de sinaptofisina no Clp. Cortes coronais de
encéfalo de animais EECI (n=3) e SHAMEgeci (n=3) submetidos a imunofluorescéncia e a marcacao
para a proteina sinaptofisina foram analisados no programa ImageJ para obtencdo da densidade
integrada de fluorescéncia Dados foram apresentados como média = e.p.m. ANOVA de duas vias
seguido do pos-teste de Bonferroni.
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6.8 Analise histoldgica confirma &rea de injecdo de CTB488 no ACC em camundongos
GAD2CrexAi9, PVCrexAi9 e Vglut2CrexAi9

O tracador retrogrado CTB488 (marcado em verde na Figura 29) foi injetado nos
camundongos GAD2CrexAi9 (n=9), PVCrexAi9 (n=11) e Vglut2CrexAi9 (n=10) e cortes
histolégicos foram analisados qualitativamente por microscopia confocal. Na Figura 29,
circulos brancos pontilhados mostram a area de injecdo no ACC direito, de acordo com as
coordenadas estereotaxicas padronizadas 1.055 mm anterior ao bregma; 0.255 mm de

lateralidade a direita e 1.622 mm de profundidade.
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Figura 29- Representacdo do local de injecdo de CTB488 no ACC. Cortes coronais de encéfalo de
camundongos onde os circulos brancos pontilhados mostram o local da inje¢cdo de CTB488 marcado
em verde na parte posterior direita do ACC dos camundongos GAD2CrexAi9 (A, n=9), PVCrexAi9
(B; n=11) e Vglut2CrexAi9 (C; n=10).

A GAD2Cre::Tdtomato Dorsal B PVCre::Tdtomato
CTBygs CTBygs
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Fonte: Autor (2020)
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6.9 A andlise de tracador retrogrado CTB488 revelou a presenca de projecGes
GABAérgicas, PV*e glutamatérgicas entre o Clp e 0o ACC

Tracador retrogrado CTB488 (marcado em verde nas Figuras 30,32,34) foi injetado
no ACC de camundongos GAD2CrexAi9 (n=9), PVCrexAi9 (n=11) e Vglut2CrexAi9
(n=10) nos quais a células GABAEérgicas que expressam tdTomato estdo marcadas em
vermelho. Cortes histologicos foram analisados por microscopia confocal e analisados
qualitativamente e quantitativamente para analise do nimero total de células.

A Figura 30 mostra células neuronais GABAérgicas no Clp direita (Figuras 30A e
D), bem como células marcadas retrogradamente com CTB488 no Clp (Figura 30B e E).
Imagens sobrepostas (Figura MERGE em 30C e F) identificaram células GABAérgicas do
Clp que se projetam para o ACC (setas brancas).

A analise quantitativa nas Figuras 31A e B mostra que nem todas as células positivas
para GABA no Clp se projetam para 0 ACC (ANOVA de uma via F24 =1.915; p<0.0001;
pés teste de Bonferroni p<0.0001; Fig. 31A: numero total de células-
GAD2Cre::tdTomato=187.7+10.72;CTB488=104.3£12.00;Sobreposicd0=100.3+£11.04;
p<0.0001 para as duas comparacdes; Fig. 31B: porcentagem de células GAD2Cre::tdTomato
sobrepostas- GAD2Cre::tdTomato 53.68+5.697), embora a porcentagem de células
sobrepostas CTB488 demonstrem que a maioria das células retrogradamente marcadas podem
ser caracterizadas como células GABAérgicas (Fig. 31B: porcentagem = 96.96 + 1.832).

A analise das camadas corticais na Figura 31C demonstrou maior presenca de células
que se projetam do Clp para 0 ACC na camada II/1ll (Fig. 31C: namero total de células-
ANOVA de duas vias F@Ee =87.10; p<0.0001; pbés teste de Bonferroni
p<0.0001;GAD2Cre::tdTomato=119.222+9.920;CTB488=69.889+9.461;Sobreposi¢cdo=68.3
33+8.908; p<0.0001)



91

Figura 30- Células GABAérgicas CTB488-positivas do Clp projetando-se para o ACC. Imagens
representativas de cortes coronais do Clp de encéfalo de camundongos GAD2CrexAi9 (n=9). Os
animais foram injetados com CTB488 no ACC e amostras de Clp foram coletadas apos 21 dias e
analisadas por microscopia confocal. Em (A) e (D), células GABAérgicas positivas que expressam
Tdtomato; em (B) e (E), células marcadas retrogradamente por CTB488; em (C) e (F) sobreposicdo de
células GABAGérgicas e CTB488 positivas. As setas brancas apontam para células GABAérgicas (D) e
CTB488 positivas (E) e sobrepostas (F). Em (D), | a VI representam as camadas corticais. Barras de
escala de 100 um e 50 um. Abreviagdes: Clp: cdrtex insular posterior; fr:fissura rinal.

A GAD2Cre:: tdTomato B CTB488 C MERGE
Clp

Fonte: Autor (2020)
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Figura 31.- Quantificacdo de células GABAérgicas CTB488 positivas do Clp projetando-se para
0 ACC em camundongos GAD2CrexAi9. Animais foram injetados com CTB488 no ACC, e
imagens do Clp foram analisadas com microscopia confocal. Analise quantitativa das células foi
realizadas utilizando Imagem J. Um total de trés cortes por area por animal GAD2CrexAi9 (n = 9)
foram analisadas. Dados apresentados como média £ e.p.m. Em (A), ANOVA de uma via seguida pelo
teste de Bonferroni; ****p<0.0001 para as duas comparacdes. Em (C), ANOVA de duas vias seguida
pelo teste de Bonferroni; ****p<0.0001.
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De modo semelhante, foi-se analisado qualitativamente e quantitativamente células
neuronais PV+ que expressavam tdTomato marcadas em vermelho e que marcadas
retrogradamente por CTB488. A Figura 32A e D representa células que expressam PV+
tdTomato, e células CTB488 positivas no Clp sdo mostradas na Figura 32B e E. A
sobreposicdo das marcacOes para co-localizagdo de neurbnios PV+ CTB488 positivos sdo
repesentados na Figura MERGE 32C e F, e identificados por setas brancas.

A anélise quantitativa demonstrada nas Figuras 33A e B confirma a presenca de
células PV+ no Clp também marcadas positivamente com CTB488 e que se sobrepde,
confirmando células que se projetam para 0 ACC (ANOVA de uma via F30=12.66;
p=0.0001; pos teste de Bonferroni p=0.0004; Fig. 33A: numero total de células-
PVCre::tdTomato=47.91+7.866;  CTB488=6.727+6.035;  Sobreposi¢d0=6.364+6.067;
***p=0.0004 para ambas as comparacGes; Fig. 33B: porcentagem de células
PVCre::tdTomato sobrepostas- 6.365 + 5.30; CTB488=17.64 + 10.98).

Ainda, a analise de camadas corticais na Figura 33C demonstra maior presenca de
ceélulas nas camadas V (Fig. 33C: numero total de células- ANOVA de duas vias F1.117,3352)
=13.51; p<0.0006; pds teste de Bonferroni p<0.05; camada V: PVCre::tdTomato=31.545 +
7.188; CTB488=8.00+6.345; Sobreposi¢do=5.000+4.704; p<0.05)
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Figura 32- Células PV+ CTB488-positivas do Clp projetando-se para o ACC. Animais foram
injetados com CTB488 no ACC e amostras de Clp de camundongos PVCrexAi9 (n=11) foram
coletadas apds 21 dias e analisadas por microscopia confocal. Em (A) e (D), células GABAérgicas
positivas expressando Tdtomato; em (B) e (E), células marcadas retrogradamente por CTB488; em (C)
e (F) sobreposicdo de células GABAérgicas e CTB488 positivas. As setas brancas apontam para
células GABAGérgicas (D) e CTB488 positivas (E) e sobrepostas (F). Em (D), | a VI representam as
camadas corticais. Barras de escala de 100 pum e 50 pm. Abreviagdes: Clp: cortex insular posterior.
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Fonte: Autor (2020)
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Figura 33- Quantificacdo de células PV+ CTB488 positivas do Clp projetando-se para o ACC
em camundongos PVCrexAi9. Imagens do Clp de animais injetados com CTB488 no ACC foram
obtidas em microscopia confocal e a analise quantitativa de células PV+ expressando tdTomato e
CTB488 foi realizada usando. ImageJ. Um total de 3 cortes por regido para cada animal (n=11) foram
analisados. Dados apresentados como médiate.p.m. Em (A), ANOVA de uma via seguida pelo teste
de Bonferroni, ***p=0.0004 para as duas comparac@es; em (C), ANOVA de duas vias seguida pelo
teste de Bonferroni, *p=0.0149 camada I/l vs V; *p=0.0166 camada V vs Vla/b; **p=0.0055
camada | vs V.
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A andlise de cortes histologicos do Clp de animais Vglut2CrexAi9 injetados com
CTB488 no ACC na Figura 34 ilustra células glutamatérgicas expressando tdTomado
positivamente no Clp direita (vermelho nas Figuras 34A e D), e células CTB488 positivas
nas Figuras 34B e E. Imagens sobrepostas (Figuras MERGE 34C e F) identificaram células
glutamatérgicas do Clp que se projetam para 0 ACC, como indicado pelas setas brancas.

A andlise quantitativa das imagens nas Figuras 35A e B confirma a presenca de
células marcadas glutamatérgicas projetando de Clp para o ACC e que se sobrepde (Anova de
uma via Fp,27)=7.624; p=0.0024; pos teste de Bonferroni p= 0.0004; Fig. 35A: nimero total
de células-
Vglut2Cre::tdTomato=50.40+12.32;CTB488=10.50+5.414;Sobreposi¢do=10.00+5.506;
Vglut2Cre::tdTomato vs CTB488 **p= 0.0070; Vglut2Cre::tdTomato vs Sobreposicdo
**p= 0.0063). A porcentagem de células Vglut2Cre::tdTomato e CTB488 positivas
sobrepostas demonstram que nem todas as células glutamatérgicas em Clp correspondem a
projecdes marcadas retrogradamente (Fig. 35B: porcentagem de células Vglut2Cre::tdTomato
sobrepostas- 14.11+8.386; CTB488=28.94 + 14.74).

A andlise das camadas corticais na Figura 35C demonstra uma maior presenca de
células projetadas nas camadas Il / 111 e V (Fig. 35C: numero total de células- Anova de duas
vias F4es3055 =11.67; p=0.0004; pos teste de Bonferroni p<0.05; camada II/III:
Vglut2Cre::tdTomato=26.00+8.198;  CTB488=7.20+3.77;  Sobreposi¢do=7.20£3.852;
camada V: Vglut2Cre::tdTomato=18.40+4.410; CTB488=2.40+1.258;
Sobreposi¢do=2.00+1.398; p<0.05).



97

Figura 34- Quantificacdo de células glutamatérgicas CTB488 positivas do Clp projetando-se
para 0 ACC em camundongos Vglut2CrexAi9. Animais tiveram amostras do Clp coletadas apés 21
dias apds a injecdo de CTB488 no ACC e imagens foram capturadas em microscopia confocal. Em
(A) e (D), células glutamatérgicas marcadas por Tdtomato; em (B) e (E), células do Clp marcadas
retrogradamente por CTB488; em (C) e (F), sobreposicdo de células glutamatérgicas e CTB488
positivas. As setas brancas apontam para células glutamatérgicas (D) e CTB488 positivas (E) e
sobrepostas(F). Em (D), | a VI representam as camadas corticais. Barras de escala de 100 um e 50 pum.
Abreviagdes: Clp: cortex insular posterior; fr: fissura rinal.

A Vglut2Cre::tdTomato B CTB488 C MERGE
Clp

Fonte: Autor (2020)
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Figura 35- Quantificacdo de células glutamatérgicas CTB488 positivas do Clp projetando-se
para 0 ACC em camundongos Vglut2CrexAi9. Imagens do Clp de animais injetados com CTB488
no ACC foram obtidas em microscopia confocal e a andlise quantitativa de células glutamatérgicas
expressando tdTomato e CTB488 foi realizada usando. ImageJ. Um total de 3 cortes por regido para
cada animal (n=10) foram analisados. Dados apresentados como médiate.p.m. Em (A), ANOVA de
uma via seguida pelo teste de Bonferroni, **p=0.0070 Vglut2Cre::tdTomato vs CTB488; **p=
0.0063 Vglut2Cre::tdTomato vs Sobreposi¢éo; em (C), ANOVA de duas vias seguida pelo teste de
Bonferroni, *p=0.0209 camada | vs V; **p=0.036 camada | vs II/11l; **p=0.0079 camada Il vs Via/b;
**p=0.0040 camada V vs Via/b.
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6.10 SNI induziu hipersensibilidade mecanica em camundongos PVCrexAi9 e
Vglut2CrexAi9

Camundongos PVCrexAi9 (n=6 SNI / 5 SHAMsn) e Vglut2CrexAi9 (n=5 SNI / 5
SHAMsni) injetados com CTB488 foram submetidos a cirurgias SNI ou SHAMsn; € o limiar
mecanico foi avaliado 14 dias depois. Na Figura 36, o SNI induziu hipersensibilidade
mecanica restrita a pata esquerda, ipsilateral ao SNI, nos dois grupos de animais: PVCrexAi9
(ANOVA de duas vias tratamento x grupo; F,16) =6.866; p=0.0186; pos teste de Bonferroni
p<0.05; Pata Esquerda: SNI=5.908+1.761; SHAMsNni=9.293+2.236;*p=0.0106); (Pata
Direita: SNI =7.882 +1.828; SHAMsni = 8.937 £1.619; p=0.6828), e em camundongos
Vuglt2CrexAi9 (ANOVA de duas vias tratamento X grupo; F,20) =8.411; p=0.0088; pos teste
de Bonferroni p<0.05; Pata Esquerda: SNI = 5.538+1.527 ; SHAMsni=10.996+1.815;
**p=0.0094); (Pata Direita: SNI=11.014+4.256 ; SHAMsn =10.304 + 1.992; p> 0.9999),

confirmando a robustez desse modelo de dor neuropética.
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Figura 36- SNI induz hipersensibilidade mecanica em camundongos PVCrexAi9 e
Vglut2CrexAi9. Os animais foram submetidos a injecdo de CTB488 e uma semana depois a cirurgia
para inducdo do modelo de SNI. 14 dias ap0s a cirurgia de inducdo, animais PVCrexAi9 (n=6 SNI / 5
SHAMsni) e Vglut2CrexAi9 (n=5 SNI / 5 SHAMsni) tiveram avaliados o limiar mecénico no teste
DPA. Dados apresentados como média + e.p.m. ANOVA de duas vias seguida pelo teste de
Bonferroni. Em (A) *p=0.0106, em (B) **p=0.0094.
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6.11 A andlise c-Fos ndo mostra a ativacdo de projecdes GABAEeérgicas, PV+ e
glutamatérgicas do Clp parao ACC

Tracador retrogrado CTB488 (marcado em verde) foi feita em camundongos
GAD2CrexAi9 (n= 3 SNI/ 2 SHAMsni), PVCrexAi9 (n= 6 SNI/ 5 SHAMsni), e Vglut2Cre
(n= 6 SNI/ 4 SHAMsni), submetidos ao modelo de dor neuropatica por SNI para posterior
analise da imunomarcacéo de c-Fos no Clp.

A andlise qualitativa ilustrada na Figura 37 A-H indicada por setas brancas e a analise
quantitativa na Figura 38A demonstraram a presenca de ativacdo neuronal marcada por c-Fos
em ambos os animais SNI e SHAMsni GAD2CrexAi, bem como um pequeno nimero de
neurdnios marcados com c-Fos que correspondem simultaneamente a célula GABAérgicas no
Clp que se projetam ao ACC em ambas condi¢cdes SNI e SHAMsni (Anova de duas vias
F(1,21) =8.525; p=0.0082; pos teste de Bonferroni p>0.05: Sobreposicao total: SNI =10.667 +
0.333; SHAMsni =13.00+0.00; p>0.05; c-Fos: SNI =300.33+15.377; SHAMsni
=291.50+44.50; p>0.05).

Os dados nas Figuras 37 I-P e 38B indicam que a auséncia de neurénios marcados
com c-Fos que correspondem a células PV+ que se projetam do Clp para o ACC (CTB488
positivas) em animais SNI e SHAMsni , bem como indicam semelhante ativagdo neuronal
marcada por c-Fos nestes grupos (Anova de duas vias F,e62) =4.669; p=0.0346; pos teste de
Bonferroni p>0.05: Sobreposicéo total: SNI =0.167+0.167; SHAMsn; =0.200+0.200; p>0.05;
c-Fos: SNI =49.50+5.971; SHAMsni =39.40+5.758; p>0.05).

Por sua vez, as Figuras 37 Q-X e 38C também representam uma populacdo similar de
neurdnios marcados com c-Fos nos grupos SNI e SHAMsni mas que ndo correspondem a
células glutamatérgicas que se projetam do Clp em direcdo ao ACC (CTB488 positivas)
(Anova de duas vias F 56 =0.9196; p=0.3417; pos teste de Bonferroni p>0.05: Sobreposicéo
total: SNI =3.500+2.778; SHAMsni =1.250+1.250; p>0.05; c-Fos: SNI =98.50+26.224;
SHAMsni =68.00+15.853; p>0.05).
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Figura 37- Imunofluorescéncia para c-Fos no Clp de camundongos GAD2CrexAi9, PVCrexAi9
e Vglut2Cre com dor neuropatica. Camundongos GAD2CrexAi9 (n= 3 SNI/ 2 SHAMsn ),
PVCrexAi9 (n= 6 SNI/ 5 SHAMsy)), e Vglut2Cre (n= 6 SNI/ 4 SHAMsy;), foram injetados com
CTB488 no ACC e amostras do Clp foram submetidas a imunofluorescéncia para c-Fos analisadas em
microscopia confocal. As células GABAEérgicas, PV+ e glutamatérgicas que expressam tdTomato sdo
apresentadas em A, E, I, M, Q, U; neur6nios marcados retrogradamente por CTB488 é em F, J, N, R,
V; ¢c-Fos em C,G, K, O, S, W e sobreposices em D, H, L, P, T, X. As setas brancas indicam
neurénios GABAérgicos que também sdo marcados como CTB488 com c-Fos e sobrepostos. Barras

de escala de 100 pum e 50 pm.
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Figura 38- Imunofluorescéncia para c-Fos no Clp de camundongos GAD2CrexAi9, PVCrexAi9
e Vglut2Cre com dor neuropatica. Camundongos GAD2CrexAi9 (n= 3 SNI/ 2 SHAMsn ),
PVCrexAi9 (n= 6 SNI/ 5 SHAMsy)), e Vglut2Cre (n= 6 SNI/ 4 SHAMsy;), foram injetados com
CTB488 no ACC e submetidos ao modelo de SNI, e amostras do Clp foram submetidas a
imunofluorescéncia para c-Fos. Imagens de 3 cortes do Clp para cada animal de cada grupo foram
capturadas em microscépio confocal e quantificadas no ImageJ. Dados apresentados como média +
e.p.m. Anova de duas vias seguido do teste de Bonferroni.
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6.12 Padronizacéo do local de injecdo do vetor viral AAV e do implante de canula de
fibra dptica n ACC e Clp camundongos GAD2Cre, PVCre e Vglut2Cre

Vetor viral AAV (Efla-AAV9-DIO-ChR2-EFYP) foi injetado no Clp direito de
camundongos GAD2Cre, PVCre e Vglut2Cre, contralateral a indu¢do do modelo de SNI no
nervo isquidtico esquerdo dos animais. Uma fibra dtica no foi implantada no ACC direito de
animais GAD2Cre, PVCre para estimulacdo optogenética de células neuronais GABAérgicas
e PV+ que expressaram ChR2 e que se projetam ao ACC. Em animais Vglut2Cre, a fibra
oOptica foi implantada no Clp direito para estimulacdo optogenética de células glutamatérgicas
que expressaram ChR2. Cortes coronais do Clp foram analisadas por microscopia confocal
para confirmar as coordenadas estereotaxicas dos dois locais de injecdo e implante.

A Figura 39 mostra a expressdao de AAV em torno do local da injecdo em cortes
coronais do Clp 8 semanas apds a injecdo em animais GAD2Cre (Figura 39A e B), PVCre
(Figura 39C e D) e Vglut2Cre (Figura 39E e F), demonstrando alta expressdo viral
necessaria a estimulacdo optogenética.

A Figura 40A ilustra a posi¢do de implante da fibra 6ptica no ACC de acordo com as
coordenadas padronizadas 1.055 mm anteriores ao bregma; lateralidade a direita da linha
média de 0.255 mm e profundidade de 1.522 mm. Figura 40B mostra o implante no Clp
direito (coordenadas 0.5 mm posterior ao bregma, lateralidade a direita da linha média de
0.375 mm e 4 mm de profundidade). Ambas imagens confirmam o direcionamento correto

para posterior estimulacdo no ACC e Clp.
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Figura 39- Imagens representativas do Clp direita de camundongos GAD2Cre, PVCre e
Vglut2Cre expressando vetor viral AAV-DIO-ChR2 marcados por EYFP (verde). Imagens em
maior e menor aumento a esquerda e direia, respectivamente. Ao todo foram utilizados GAD2Cre
(n=6 - A, B), PVCre (n=10 - C, D) e Vglut2Cre (n= 11 — E, F ) em que foi conferida a expressao
viral. Barras de escala de 100 um e 50 pum.
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Figura 40- Representacdo de implante de fibra optica no ACC direito e Clp direita de
camundongos GAD2Cre. Tracejado branco marca a regido do o implante na area do ACC para
posterior estimulacdo optogenética. Ao todo foram utilizados GAD2Cre (n=6 ), PVCre (n=10) e
Vglut2Cre (n= 11) em foi conferido o implante no ACC ou Clp. Imagens em maior e menor aumento
a esquerda e direia, respectivamente, em B e C. Barra de escala 100 um.
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6.13 Ativacdo optogenética de ChR2 em neurdnios GABAérgicos, PV+ e glutamatérgicos
do Clp néo reverte a hipersensibilidade mecanica de camundongos com dor neuropética

Os camundongos GAD2Cre (n= 3 SNI/ 3 SHAMsni ) e PVCre (n= 5 SNI/ 5
SHAMGsn;) foram submetidos a estimulacdo optogenética com laser no ACC (GAD2Cre e
PVCre; 472 nm, luz pulsada, 5mW, 40 Hz, 4 V e 10ms) para ativacdo seletiva de ChR2 em
projecfes GABAérgicas no ACC que se originam do Clp, e animais Vglut2Cre (n=6 SNI/ 5
SHAMGsn) foram estimulados no Clp (Vglut2Cre; 472 nm, luz pulsada, 5mW, 10 Hz, 4 V e
10ms) para ativacao seletiva de ChR2 em celulas glutamatérgicas do Clp. O teste de DPA foi
realizado 8 semanas ap0s injecdao de AAV no Clp.

Camundongos GAD2Cre (Figura 41A) SNI mostraram uma diminuicdo parcial no
limiar mecanico da pata posterior esquerda, apesar de ndo haver diferenca estatisticamente
significante (Anova de duas vias tratamento x grupo; F@e =1.519; p=0.2824; pos teste de
Bonferroni p>0.05; Pata Direita: SNI1=10.163+1.941; Pata Esquerda: SNI=7.430+0.664;
p>0.05), e que ndo se alterou apo6s estimulacdo optogenética (ANOVA de duas vias
tratamento X grupo;Fa.s =7.178x10%; p=0.9979; pds teste de Bonferroni p>0.9999; LIGHT
ON: SNI=7.43040.664; SHAMsn; =8.723+1.407; LIGHT OFF: SNI1=6.987+0.984; SHAMsn
=9.263+1.917; p>0.05).

Camundongos PVCre (Figura 41B) SNI mostraram uma diminuicdo do limiar
mecanico na pata posterior esquerda (Anova de duas vias tratamento x grupo; Fgs) =1.519;
p=0.2824; pos teste de Bonferroni p>0.05; Pata Direita: SN1=11.120+0.440; Pata Esquerda:
SNI=6.906 £ 0.781; p>0.05), que ndo foi revertida pela optostimulacdo (ANOVA de duas
vias tratamento x grupo; Fq,16) =1.290; p=0.2727; pos teste de Bonferroni p>0.9999; LIGHT
ON: SNI=6.906 + 0.781; SHAMsni =9.786 + 1.297; LIGHT OFF: SNI=5.424 + 0.693;
SHAMsn; =8.412 + 0.675; p>0.05).

Por fim, camundongos Vglut2Cre (Figura 41C) SNI tiveram reducdo do limiar
mecanico na pata posterior esquerda (Anova de duas vias tratamento x grupo; F 1s) =0.1058;
p=0.9556; pos teste de Bonferroni p>0.05; Pata Direita: SN1=9.485+1.315; Pata Esquerda:
SNI=6.303 + 0.952; p>0.05), e a optoestimulacdo ndo mudou os limiares (ANOVA de duas
vias tratamento x grupo; F,16) =1.290; p=0.2727; pos teste de Bonferroni p>0.9999; LIGHT
ON: SNI=6.303 + 0.952; SHAMsni =8.924 + 1.587; LIGHT OFF: SNI=6.187 + 1.088;
SHAMsn; =9.266 + 0.887; p>0.05).
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Figura 41- Efeito da ativacédo optogenética in vivo de ChR2 em células neuronais GABAérgicas,
PV+ e glutamatérgicas do Clp no limiar mecanico. Camundongos GAD2Cre (n= 3 SNI/ 3
SHAMgy - A), PVCre (n=5 SNI/' 5 SHAMsy - B) e Vglut2Cre (n= 6 SNI/ 5 SHAMsy, - C) foram
submetidos a estimulacdo optogenética com laser no ACC (GAD2Cre e PVCre; 472 nm, luz pulsada,
5mW, 40 Hz, 4 V e 10ms) ou no Clp (Vglut2Cre; 472 nm, luz pulsada, 5mW, 10 Hz, 4 VV e 10ms) por
trés minutos e avaliados no teste de DPA para andlise do limiar mecénico durante a estimulagéo. Os
animais foram avaliados 8 semanas ap0s a injecéo do virus no Clp. Dados apresentados como média +
e.p.m. Em (B) ANOVA de duas vias seguida pelo teste de Bonferroni, ***p=0.0001. Em (C) ANOVA
de duas vias seguida pelo teste de Bonferroni, *p=0.0462.
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6.14 Ativacdo optogenética de ChR2 em neur6nios GABAérgicos ndo induz preferéncia
condicionada ao lugar camundongos com dor neuropética

Camundongos GAD2Cre separados em grupos SNI (n=1) ou SHAMsni (n=2) foram
submetidos ao paradigma de CPP 6 semanas apoOs injecdo de vetor viral AAV para
estimulacdo optogenética. A analise descritiva dos escores de CPP mostrado nas Figuras 42A
e B sugere que os camundongos ndo apresentaram preferéncia condicionada ao lugar induzida
pelo laser ligado (estimulacdo optogenética ligada) (LIGHT ON: SNI= 474.00+0.00; n= 2;
SHAMsni= 351.00£3.00; n = 1;) nem pelo laser desligado (estimulagdo optogenética
desligada) (LIGHT OFF: SNI= 320.00 + 0.00;n= 1) SHAMsni= 443.00£7.00; n= 2). O
calculo do escore pds-condicionamento (Diferenga Pos- Pré) na Figura 36C mostra que nédo
houve efeito da estimulacdo optogenética no paradigma de CPP (SNI LIGHT ON=
96.00+0.0; SNI LIGHT OFF=6.00£0.0; n=1; (SHAMsni LIGHT=10.00+184.00; SHAMsni
LIGHT OFF=90.00£200.00; n=2).
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Figura 42- Efeito da ativacdo optogenética in vivo de ChR2 em células GABAérgicas no Clp de
camundongos com dor neuropatica. Os camundongos GAD2Cre (n= 1 SNI/ 2 SHAMgy, ) foram
submetidos teste de CPP com uma fase de condicionamento de um dia (15 min de laser desligado
LIGHT OFF, e 15 min de estimulacdo optogenética LIGHT ON - 472 nm, luz pulsada, 5mW, 40 Hz, 4
V e 10 ms). Os camundongos foram avaliados 6 semanas depois da administracdo do virus. Dados
apresentados como média + e.p.m.
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6.15 Ativacdo optogenética de ChR2 em neurdnios PV+ induz preferéncia condicionada
ao lugar em camundongos com dor neuropética

Os animais PVCre submetidos a procedimentos SNI (n=5) ou SHAMsni (n=5) através
do paradigma de CPP. Os resultados mostrados na Figura 43A e B mostram que 0sS
camundongos SNI PVCre sob estimulacdo optogenética apresentaram uma preferéncia de
local condicionado induzida pela LIGHT ON (ANOVA de duas vias tratamento X grupo;
F(,14) =10.61; p<0.05; pos teste de Bonferroni p<0.05; SNI: LIGHT ON= 554.00+32.206;
LIGHT OFF=205.600+34.614 ####p<0.0001), (LIGHT: SNI= 554.00+32.206; Pré =
336.222+31.341,**p=0.0082), e confirmado pelo célculo da diferenca pds-condicionamento
(Diferenca P6s-Pré) na Figura 37C (Anova de uma via F,14) =4.294; p=0.0241; pds-teste de
Bonferroni p<0.05; SNI LIGHT ON=188.00+32.76; SNI LIGHT OFF= -148.4+36.20;
*p=0.0182). Esse efeito foi restrito aos camundongos SNI quando comparado ao grupo
SHAMsni (LIGHT: SNI=554.00+32.206; SHAMsni =327.500+£103.838; *p=0.0331).
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Figura 43- Efeito da ativacdo optogenética in vivo de ChR2 em células PV+ no Clp de
camundongos com dor neuropética. Os camundongos PVCre (h= 5 SNI/ 5 SHAMsy,) foram
submetidos teste de CPP com uma fase de condicionamento de um dia (15 min de laser desligado
LIGHT OFF, e 15 min de estimulacdo optogenética LIGHT ON - 472 nm, luz pulsada, 5mW, 40 Hz, 4
V e 10 ms). Os animais foram avaliados 6 semanas ap6s a injecdo do virus no Clp. Dados
apresentados como média £ ep.m. Em (A) e (B), ANOVA de duas vias seguido do teste de
Bonferroni, *p= 0.0331 SNI vs SHAMsy;; LIGHT ON; **p=0.0082 Pré vs SNI LIGHT ON;
####p<0.0001 LIGHT ON vs LIGHT OFF grupo SNI. Em (C), ANOVA de uma via seguido do teste
de Bonferroni, *p=0.0182.
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6.16 Ativacdo optogenética de ChR2 em neur6nios glutamatérgicos nédo induz
preferéncia condicionada ao lugar em camundongos com dor neuropética

Camundongos Vglut2Cre dos grupos SNI (n=3) ou SHAMsni (n=4) foram
submetidos ao paradigma de CPP. Os resultados nas Figuras 44A e B demonstram que 0s
camundongos Vglut2Cre ndo apresentaram preferéncia condicionada ao lugar induzida pela
LIGHT ON (Anova de duas vias tratamento x grupo; Fe10) =18.61; p<0.05; pds teste de
Bonferroni p<0.05; LIGHT ON: SNI= 200.667 * 95.822; SHAMsni= 296.500£43.577; p>
0.05) ou LIGHT OFF (LIGHT OFF: SNI= 322.00+128.421; SHAMsni=474.50+68.256;
p>0.05), confirmado pelo célculo do escore pos-condicionamento (Diferenca Pds-Pré) na
Figura 38C (ANOVA de uma via Fg10) =1.717; p=0.2263; pds teste de Bonferroni p<0.05;
SNI LIGHT ON = -98.00+108.8; SNI LIGHT OFF = 0.0£94.96;p> 0.05); (SHAMsni LIGHT
=-31.50+30.74; SHAMsn; LIGHT = 134.00+£73.41; p>0.05).
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Figura 44- Efeito da ativacio optogenética in vivo de ChR2 em células glutamatérgicas no Clp
de camundongos com dor neuropética. Os camundongos Vglut2Cre (n= 3 SNI/ 4 SHAMgn;) foram
submetidos ao protocolo de CPP com uma fase de condicionamento de um dia (15 min de laser
desligado LIGHT OFF, mais 15 min de estimulagdo optogenética LIGHT ON - 472 nm, luz pulsada,
5mW, 10 Hz, 4 V e 10 ms). Os animais foram avaliados 6 semanas ap6s a injecao do virus no Clp.
Dados apresentados como média + e.p.m. Em (A) e (B), ANOVA de duas vias seguido do teste de
Bonferroni; em (C), ANOVA de uma via seguido do teste de Bonferroni.

VGIut2Cre
A ® LIGHT OFF
800™ LIGHTON
D
£ 600 o .
-1 u
o 400 = s -
g8
£ 200 |e I
|_
0
Pré SHAMgy, SNI
VGlut2Cre
Cémara pareada com LIGHT ON
e Pré
B m  P6s
500
@ [
g 400 L] -
£ L °
«T 3004
(8]
©
c 200
o
Q.
€ 100
(]
}_
0
SHAMgy, SNI
VGlut2Cre
Diferenca
O SHAMgLIGHT OFF OO SNILIGHT OFF
C @ SHAMgLIGHTON M SNILIGHT ON
400+
o
o 2004 E O
m 5
of® ® u
[CS Q,' [0 IR T TR R T
8354 6 By
ag8a (]
S O
= -2004
|
-400-

Fonte: Autor (2020)



115

7. Discusséo

A dor neuropatica representa um desafio neuroldgico por muito tempo negligenciado e
de grande impacto sdcio-econémico e de qualidade de vida para os pacientes que sofrem com
este tipo de dor (BARON, 2006), de modo que seu entendimento é fundamental para firmar
conhecimentos no que se refere a instalagdo e progressao da dor neuropética, bem como que
permitam maximizar o potencial dos tratamentos farmacoldgicos e ndo farmacologicos,
desenvolvendo novas abordagens direcionadas aos principais mecanismos para aliviar a dor
do paciente.

O cortex insular e outras areas centrais que compreendem o que se diz conectoma e
matriz de dor, especialmente o0 ACC, sdo areas principais que respondem consistentemente a
dor fisiologica e patoldgica (GARCIA-LARREA, PEYRON, 2013, ZHUO, 2008) e o mais
importante, aos componentes sensitivo-discriminativo e afetivo-motivacional da dor. Muitos
trabalhos ja demonstraram a concreta relacdo do Clp com as vias de modulagdo e percepcao
da dor (LU et al., 2016; YOKOTA et al., 2016). A insula recebe informacdo sensorial de
projecdes aferentes de ndcleos talamicos, e possui conexdes reciprocas com areas limbicas e
areas corticais associativas (JASMIN et al.,, 2003; QIU et al.,, 2013; LU et al., 2016;
NAMKUNG et al., 2017). Isso se torna especialmente significativo uma vez que a dor € uma
sensacdo subjetiva e depende de varios niveis de informacdo para ser percebida e regulada
(GARCIA-LARREA; PEYRON, 2013). No que se refere a dor cronica, a plasticidade
sinaptica no cortex insular e no ACC se associam a manutencao dos sintomas da dor cronica

(ZHUO, 2016).

A Estimulacdo Magnética Transcraniana é uma abordagem neuroestimulatoria que foi
aplicada na insula posterior superior de voluntarios saudaveis sendo demonstrada sua
inocuidade (CIAMPI de ANDRADE et al, 2012), justificando a escolha do cortex insular
como um alvo para neuroestimulacdo em dor. Técnicas neuroestimulatorias sdo alternativas
eficazes para pacientes refratarios aos tratamentos farmacoldgicos aplicados na clinica
médica. Porém, considerando-se as areas de estimulacdo atualmente tidas como alvo,
destacando-se o cortex motor, nucleos talamicos, PAG, substancia cinzenta periventricular
(PVG) e o préprio ACC (BOCCARD:; PEREIRA; AZIZ, 2015; MO et al., 2019; MOISSET;
LEFAUCHEUR, 2019) apenas parte dos pacientes é beneficiada com o alivio dos sintomas
dolorosos (BOCCARD; PEREIRA; AZIZ, 2015; GALHARDONI et al., 2015; LEVY;
DEER; HENDERSON, 2010).
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O modelo de Estimulacdo Elétrica do Coértex Insular (EECI) desenvolvido pelo nosso
grupo de pesquisa também tem se mostrado eficaz, sob diferentes protocolos experimentais,
em induzir antinocicep¢do em ratos submetidos a um modelo de dor neuropatica induzido por
CCl, sendo capaz de alterar a atividade neuronal marcada por c-Fos na insula posterior, ACC,
MCC, PAG e hipocampo, além de envolver a participacdo de receptores opioides e
canabindides no sistema nervoso central (DIMOV et al., 2018; ALONSO-MATIELO et al.,
submitted). Neste trabalho, objetivamos descrever os mecanismos pontuais pelos quais a
EECI atua, relacionados ao envolvimento da transmissdo inibitéria GABAérgica central e
demais marcadores de plasticidade, e como a insula e determinadas conexdes podem modular
a atividade da circuitaria central e influenciar a dor neuropatica em modelos animais.

A transmissdao neuronal inibitéria mediada por GABA comp®e vias nociceptivas no
sistema nervoso central e, portanto, participa da regulacéo da sensibilidade dolorosa inclusive
em condi¢cdes de dor neuropética (JASMIN et al., 2004; ENNA, McCARSON, 2006;
VAYSSE et al.,2011; FRANCOIS et al., 2017). Notadamente no cortex insular, a maior
sinalizacdo mediada por GABA esta envolvida na inducdo direta de analgesia tanto em
modelos experimentais quanto na clinica médica (JASMIN et al., 2003; THIAUCOURT et
al., 2018). Por outro lado, na PAG e no RVM, a sinalizagio GABAérgica em projecdes
eferentes das vias modulatérias descendentes tem agdo pro-nociceptiva, enquanto que no
cortex do cingulo um grande nimero de terminacbes GABAérgicas e receptores GABAA
participam da atenuacdo do comportamento associado a dor afetivo-motivacional no teste de
place escape/avoidance em camundongos, mas sua ativacdo nao reduz a hipersensibilidade
mecanica (LaGRAIZE, FUCHS, 2007). Com isso, neste trabalho tivemos por um dos
objetivos direcionar os mecanismos envolvidos na analgesia induzida pela EECI relacionados
a transmissdo inibitoria mediada por GABA na circuitaria central de dor, bem como a inducao
de neuroplasticidade associado ao modelo e a dor neuropatica.

Inicialmente, avaliamos a participacdo da transmissdo GABAEérgica mediada por
receptores GABAAa na antinocicep¢do mecanica induzida por uma e cinco sessbes de EECI,
avaliada no teste de pressdo de pata apds administracdo de mBIC. A literatura mostra que
administracdo de bicuculina é capaz de gerar hipersensibilidade e alodinea em roedores
(YAMAMOTO et al., 1993; WEI et al., 2014). Sua forma em sal quartenario (metiodeto de
bicuculina- mBIC), age diretamente e de forma restrita ao sistema nervoso central uma vez
gue ndo atravessa a barreira hematoencefalica (JOHNSTON, 2013). Os resultados
apresentados demonstraram que a administracdo intratecal de mBIC reverteu a antinocicepgao

induzida por cinco sessdes mas nao por uma EECI, sugerindo a participacdo deste tipo de
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transmissao inibitoria nos efeitos da EECI. Dado este resultado, optamos por padronizar todos
0s experimentos utilizando cinco sessbes de EECI. A insula é uma regido extremamente
plastica (ZHUO, 2016), sendo possivel sugerir que ap6s cinco sessbes de EECI, novas
alteracdes celulares e moleculares foram promovidas pelas estimulagdes diarias, que passaram
a requerer a participagdo, ainda que parcial, da sinalizacdo GABAérgica rapida de receptores
GABAA para inducdo do efeito antinociceptivo, quando em comparagdo & uma tnica EECI.

E importante considerar que a administragio intratecal do farmaco tem ac&o geral no
sistema nervoso central e, portanto, age sobre receptores GABAAa em sinapses inibitorias onde
GABA pode ter efeitos pré e antinociceptivos, ressaltando que diferentes &reas no sistema
nervoso central podem estar envolvidas nos efeitos associados a EECI. A exemplo, projecoes
bulbo-espinais a partir de conexdes da insula diretamente com o locus coeruleus, as quais tem
o0 receptor GABAA como principal mediador (JASMIN et al., 2003), influenciam diretamente
o controle enddgeno da dor, e e poderiam, portanto, estar sendo influenciadas pela EECI.

Também foi observada uma reversdo do quadro de hipersensibilidade dos animais
SHAMEeci com a administragcdo de mBIC. Considerando que no modelo de CCI é descrito o
processo de facilitacdo descendente através de projecdes entre a PAG e o RVM que contribui
para 0 quadro de hipersensibilidade e que nesta circuitaria ocorre a ativacdo de receptores
GABAA, tendo agdo pronociceptiva (JASMIN et al., 2004), o mBIC pode ter influenciado a
atividade desta via facilitatoria, inibindo-a, resultando na resposta antinociceptiva observada.

E também importante considerar que a estimulacdo de estruturas encefalicas pode
desencadear efeitos adversos que ndo estejam relacionados com a inducdo de alteracdes da
sensibilidade dolorosa. Portanto, outro objetivo deste trabalho consistiu em avaliar possiveis
interferéncias da EECI sobre a atividade locomotora geral dos animais submetidos ao modelo
de CCI. Neste caso, cinco sessbes de EECI ou 0 mBIC néo alteraram a resposta locomotora
geral dos animais avaliada no teste de campo aberto reafirmando resultados prévios obtidos
pelo grupo (DIMOV et al.,, 2018; ALONSO-MATIELO et al., submitted) e garante a
capacidade geral e locomotora dos animais.

A menor presenca de GADG65 e menores niveis de GABA se associam diretamente a
reducdo da sinalizacdo inibitéria na insula, uma causa de hipersensibilidade na dor
neuropatica em animais e outras sindromes dolorosas em humanos como fibromialgia (KUBO
et al., 2009; TAO et al., 2015; FOERSTER et al., 2012). Assim, avaliamos a imunomarcagéo
de GADG65 no Clp e regides como PAG, hipocampo, ACC, MCC e RVM apés cinco EECI.
Foi observado um aumento da imunomarcacdo para GADG65 no Clp em ambos hemisférios,

esquerdo estimulado, e direito contralateral a estimulacéo, sem alteracdes nas demais regides
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quando comparado ao grupo controle SHAMEeeci. Tais regides participam e influenciam a
percepcdo dolorosa e tem seu funcionamento alterado pela dor neuropética (ZHUO, 2008,
2016), além de se conectarem com a insula, e constituirem regides onde a transmissao
GABAEérgica constitui mecanismo chave para a regulacdo da dor (LaGRAIZE, FUCHS, 2007;
TAYLOR et al., 2009; TAN et al., 2016; LINNMAN et al., 2012; CALEJESAN et al., 2000;
JASMIN et al., 2004). Com isso, os efeitos da EECI em aumentar GAD65 podem indicar um
fator importante na reversdo do quadro de hipersensibilidade dos animais com CCI aqui
utilizados e sugere uma inibicdo seletiva GABAérgica no Clp nos mecanismos de
antinocicpcédo induzida pela EECI. Contudo, ndo foram observadas alteragGes nos niveis de
GABA no Clp ap6s cinco EECI, da mesma forma que ndo foram obtidas mudangas na
proteina total de GADG65 avaliada por western blotting em amostras de insula, ACC e
hipocampo. Neste caso é necessario levar em consideracdo pontos metodoldgicos relevantes,
como analise dos dados e caracteristicas do processamento da amostra, que podem ter uma
parte responséavel nessas discrepancias de dados.

Ao mesmo tempo, niveis elevados de glutamato na insula e a transmisséo excitatoria
de receptores NMDA envolvida em mecanismos de LTP participam da dor crénica (ZHUO,
2016), e o desbalanco entre glutamato e GABA no Clp ja foi relatado em animais com CCI
(CHANG, 2010; HARRIS; CLAUW, 2012; WATSON, 2016; THIAUCOURT et al., 2017).
A EECI, por outro lado, ndo alterou os niveis nem de GABA ou glutatamato no Clp,
indicando que o protolo utilizado ndo influencia os niveis totais destes neurotransmissores.
Animais com EECI e SHAMeeci apresentaram diferengas na razdo glutamato/GABA na
insula esquerda, ipsilateral a estimulacdo e contralateral ao modelo do CCI, em comparacédo
com o lado direito, o que pode sugerir diferencas na dindmica destes neurotransmissores em
funcdo do processamento da dor em cada hemisfério.

O nivel de glicina total também foi avaliado pelo teste de HPLC. Glicina é um
neurotransmissor inibitorio no sistema nervoso central que atua em receptores NMDA
permitindo sua ativacdo (CUMMINGS; POPESCU, 2015). Variac¢Ges na glicina poderiam ser
correlacionadas com a plasticidade sinaptica de longo prazo mediada por receptores NMDA
na insula. Foi observada uma elevagdo no nivel de glicina no Clp direito, em comparag¢do com
0 lado esquerdo, em ratos EECI, sem alteracdes em comparagdo ao grupo SHAMEeci,
indicando que este neurotransmissor na insula ndo é influenciado pela EECI diretamente.

A transmissao neuronal GABAGérgica, glutamatérigica e a dinamica de funcionamento
de células gliais, especialmente astrocitos, sdo metabolicamente relacionadas (LI et al., 2019).

No modelo de CCI, a ativacdo de astrocitos ja tem sido demonstrada na literatura, tanto na
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medula espinal quanto em regides encefélicas (YIN et al., 2015; NI et al., 2016). A avaliacéo
da imunorreatividade de GFAP, marcador astrocitéario, foi analisada no Clp, hipocampo,
ACC, MCC, PAG e RVM e ndo mostrou diferencas significativas nas estruturas analisadas
entre EECI e SHAMEec, sugerindo que a EECI ndo altera diretamente a ativacdo de astrocitos
nestas regides. Em regides como o Clp direito e hipocampo, houve uma aparente tendéncia
para diminuigcdo de GFAP, ainda que ndo estatisticamente significante, que pode se relacionar
com a reversdo do quadro de hipersensibilidade induzido observado nos animais apds as
estimulacdes, 0 que vai ao encontro da literatura que hd muito descreve que tratamentos que
aliviam o quadro doloroso também bloqueiam a ativacdo de astrocitos (GARRISON, 1994).
Ainda, em relacdo a maior marcacdo de GFAP na PAG VL pode indicar maior ativacao glial
presente relacionada ao processo de facilitacdo descendente da PAG na dor (NI et al., 2016).

Astrocitos sdo também células responsivas a GABA, que contém grandes quantidades
deste neurotransmissor, podendo libera-lo e influenciar a transmissdo sinaptica inibitdria
(YOON et al., 2012). A atividade das enzimas GAD j& foi identificada nestas células, ainda
gue em menor grau do que em neurdnios (BEHRSTOCK et al., 2000). A analise qualitativa
da sobreposicdo das imagens de imunofluorescéncia ndo identificou a co-localizacdo de
GADG65 e GFAP no modelo de EECI. E importante considerar ainda que GADG65 pode n&o
estar presente nestas células, como sugerido por alguns autores (LEE et al., 2011). Cabe
considerar que outros tipos de células gliais, como micréglia, podem ainda exercer outras
funcBes sobre o controle da liberacdo e captacdo de GABA por meio de transportadores GAT
e assim influenciar a antinocicepcdo induzida pela EECI de outras maneiras.

A capacidade de sintese e controle sobre o metabolismo e liberacdo de
neurotransmissores € notadamente um mecanismo associado & neuroplasticidade (ICARD-
LIEPKALNS et al., 1993). A regulacdo da enzima tirosina hidroxilase (TH), essencial a
producdo de dopamina, € um exemplo utilizado para avaliar alteracfes neuronais de curto e
longo prazo (ICARD-LIEPKALNS et al., 1993). No cortex insular anterior, foi demonstrada
uma grande densidade de fibras dopaminérgicas que se conectam a interneurénios
GABAGérgicos através dos quais podem participar modular dor afetivo-motivacional e induzir
analgesia (BURKEY; CARSTENS; JASMIN, 1999; OHARA et al., 2003). Assim, avaliamos
a marcacdo de TH no Clp, porém os dados obtidos ndo revelaram a presenca de grande
numero de fibras dopaminérgicas na insula posterior evidenciado pela analise imuno-
histoquimica em animais NAIVE, bem como a EECI nédo alterou esta imunorreatividade de
TH, de forma a sugerir que na insula posterior, 0s mecanismos associados ao controle de dor

ndo envolvem a modulacdo da sinali¢cdo de dopamina marcada por TH.
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Também foi analisada a imunomarcagdo de sinaptofisina, uma proteina sinaptica
acoplada a vesiculas pré-sindpticas, que participa do processo de liberacdo de
neurotansmissores, e &, portanto, encontrada em terminais axonais nervosos e sinapses
(CHOU et al., 2002), sendo utilizada como um indicador de neuroplasticidade local em
andamento (HUNG et al., 2014; TAJERIA et al., 2014). A sinaptofisina também é altamente
regulada em processos como LTP (ANTONOVA et al., 2001), e na insula tais processos,
sejam modificacdes funcionais ou estruturais, ocorrem em funcdo de processos dolorosos. Os
resultados obtidos ndo demonstraram alterac6es de sinaptofisina no Clp apos cinco EECI em
comparagdo a animais SHAMeeci, sugerindo inicialmente que cinco EECI ndo alteram
diretamente a regulacdo desta proteina, além de poder indicar que o protocolo de EECI
utilizado ndo induz neuroplasticidade estrutural marcada pela sinaptofisina, uma vez que esta
também € utilizada como medida indireta do numero de sinapses (TAJERIA et al., 2014).
Contudo é importante considerar que no modelo de CCI, aumento de sinaptofisina na coluna
dorsal da medula espinal de ratos ja foi demonstrado 14 dias apds a inducdo do modelo,
retornando a niveis basais apés 21 dias (CHOU et al., 2002). Analisados neste caso, € possivel
que os resultados observados ndo correspondam a alteragdes induzidas pelo protocolo de
cinco EECI iniciado no 14° dia p6s-CCl, e sim ao retorno de niveis basais de sinaptofisina.

Em conjunto estes resultados apresentados reforcam a influéncia da insula na
modulacdo da dor e seu potencial como alvo para abordagens de neuroestimulacdo com
estimulacdo elétrica em pesquisas basicas e clinicas no tratamento da dor neuropatica e/ou dor
cronica.

Uma vez demonstrada a potencial, ainda que parcial, participacdo da transmisséo
GABAérgica insular sobre a sensibilidade dolorosa na dor neuropética por meio do modelo de
EECI aqui apresentado, novos objetivos deste trabalho constituiram direcionar mais
especificamente possivel influéncia do controle do Clp sobre areas centrais envolvidas na
modulacdo enddgena da dor, como o ACC, através de projecOes inibitorias e excitatorias
responsaveis por comportamentos analgésicos em uma condicdo de dor neuropatica em
camundongos geneticamente modificados. Assim, neste trabalho também abordamos essas
questBes atraves da analise de tracadores neuronais e estimulacdo optogenética pela ativacao
de ChR2 de populag¢des neuronais especificas no Clp que demonstraram se projetar a parte
mais posterior do ACC (pACC).

Inicialmente, os resultados da anlise da marcacdo retrograda com tracador CTB488
demonstraram a presenca de projecdes GABAérgicas, PV+ e glutamatérgicas do Clp para o

ACC. A existéncia de projecbes GABAEérgicas de longo alcance ja foi demonstrada, ainda que
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em pequeno numero, em conexdes cortico-corticais, cortico-fugais e aferéncias corticais,
porém sua conectividade detalhada ainda é uma lacuna em nosso entendimento
(TAMAMAKI; TOMIOKA, 2010). Projecdes GABAérgicas de longo alcance entre o Clp e 0
ACC sdo um achado interessante neste trabalho, dado que células GABAEérgicas sdo
comumente descritas como interneurdnios em circuitos locais de inibig&o.

A presenca de projecdes PV+ entre o Clp e o ACC demonstrada pela marcagédo de
CTB488 em animais PVCre sugere um papel importante desse subtipo neuronal em projecdes
inibitérias de longo alcance. Células PV+ sdo consideradas células de padrdo de disparo
rapido (fast-spiking) e sdo predominantemente as células que produzem um controle inibitério
rapido neocortex, gerando depressdo neuronal ao receber inputs excitatérios (RUDY et al.,
2011). Ainda, como observado nos resultados, ha uma maior presenca de células PV+ na
camada V de animais PVCre. Diferencas morfologicas e eletrofisioldgicas em células fast-
spiking que expressam PV+ sdo observadas ao longo das camadas corticais e se associam &
inibicdo por feed-forward em circuitos talamo-corticais que processam informacgdo sensorial
(RUDY et al., 2011), sendo consideradas essenciais para o controle excita¢do/inibicdo no
cortex (RUDY et al., 2011). Na insula, o balanco excitacdo/inibicdo é da mesma forma
essencial para sua atividade e controle sobre a informacdo sensorial relacionada a dor
(WATSON, 2016; THIAUCOURT et al., 2017), sendo aqui também correlacionado pela
razdo glutamato/GABA, sendo passivel sugerir que células PV+ no Clp poderiam participar
deste processo.

Ainda, também foi demonstrada a presenca de ceélulas glutamatérgicas no Clp,
especialmente nas camadas corticais Il/11l e V, além de marcacdes positivas para CTB488,
confirmando projeces glutamatérgicas para a por¢do mais posterior do ACC. Dados da
literatura mostram que neurdnios na camada II/1lIl sdo responsaveis pela recepcdo de
informacdo sensorial e comunicacdo a camada V, de onde ocorre dispersdo de informacéo
para todo o cortex (GUY; STAIGER, 2017), o que aponta para importancia também da
sinalizacdo de células glutamatérgicas da insula na recepcao, integracdo e comunicacdo da
informacdo sensorial com outras regides da matriz central, que inclui o ACC.

A andlise na imunomarcacédo de c-Fos ndo demonstrou ativacéo neuronal especifica de
nenhum dos tipos celulares referentes a células que se projetariam ao ACC, GABAEérgicas,
PV+ ou glutamatergicas no modelo de dor neuropatica induzida por SNI, bem como
observou-se um padrdo semelhante de c-Fos em animais SNI e SHAMsni. Alguns dados da
literatura indicam que a dor aumenta a ativacao do cértex insular (ZHUO 2016), enquanto que

no modelo de EECI, observamos que a estimulacdo elétrica do Clp induziu aumento da
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atividade neuronal marcada por c-Fos em animais que tiveram reducdo da hipersensibilidade
(ALONSO-MATIELO et al, submitted). Assim, os resultados aqui observados podem indicar
a existéncia de outros mecanismos associados a modulacéo da dor pela insula.

Ensaios que envolvam a manipulacdo optogenética tém sido amplamente utilizados e
aceitos na pesquisa devido a sua capacidade de entender o envolvimento seletivo de diferentes
classes de neurdnios nos circuitos cerebrais, sendo aplicada em estudos de pesquisa no campo
da dor e combinados a avaliagdes comportamentais, analises eletrofisioldgicas, moleculares e
celulares. Assim, também objetivamos utilizar a ativacdo optogenética in vivo seletiva de
ChR2 em populag¢@es neuronais combinada a avaliacdo do comportamento animal em modelo
de dor neuropética por SNI.

Em relacdo a expressdo do virus AAV nos locais alvo, amostras de Clp e ACC
mostraram uma expressao viral marcada por EYFP bem estabelecida cerca de 8 semanas apds
a injecdo no Clp. Esse controle € inicialmente adequado para confirmar a expressao de ChR2
seletivamente em camundongos Vglut2Cre, nos quais uma céanula de fibra dptica foi
implantada no mesmo local. Por outro lado, uma menor expressao viral foi observada no ACC
de camundongos GAD2Cre e PVCre, onde houve o implante da fibra 6ptica para manipulacéo
optogenética. Nossos resultados anteriores com a marcagdo retrograda de tracador CTB488
também revelaram um ndmero menor de projecbes PV+ entre Clp e ACC. Dados de
projecdes mostrados no “The Allen Brain Atlas” (ALLEN BRAIN ATLAS, 2006)
demonstram pequena marcacdo de projecGes entre a insula e o ACC considerando-se
coordenadas semelhantes as utilizadas aqui. Assim, e dada a caracteristica de transporte
anterégrado dos virus adeno-associados, analises adicionais podem se fazer necessarias para
melhorar a descricdo das projecfes entre o cOrtex insular posterior, o cortex do cingulo e
demais regides encefalicas, bem como para aumento da presenca viral no ACC determinando
caracteristicas posteriores a estimulacdo optogenética.

Sabe-se que a sinalizacgéo inibitoria no cortex insular e no ACC é responsavel pela
indugéo da analgesia (JASMIN, 2003; ZHUO, 2008; JUAREZ-SALINAS et al., 2019), e que
as celulas PV+ estdo relacionadas @ manutencdo de ritmos corticais rapidos baseados na
frequéncia gama- para a ativacdo de projecGes PV+, utilizamos 40 Hz de forma a mimetizar
frequéncias do tipo gama, como descrito anteriormente (ZHANG et al., 2015)- e que podem
influenciar respostas sensoriais (CARDIN et al., 2009). Por sua vez, como a sinalizacéo
excitatoria por meio da liberacdo de glutamato no Clp estd correlacionada com
comportamento hiperalgésico em roedores (WATSON et al., 2016), é possivel supor que a

ativacdo optogenetica seletiva de células glutamatérgicas no Clp poderia agravar a dor nos
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animais, ainda que comparavelmente alterages de glutamato ndo tenham sido identificados
no modelo de CCI e EECI previamente estudados. Os resultados obtidos nos protocolos de
estimulacdo optogenética aplicados demonstram que a ativacdo optogenética especifica de
ChR2 em projecdes GABAEérgicas, PV+ ou ceélulas glutamatérgicas no Clp ndo induziram
hipersensibilidade mecéanica em camundongos SHAMsy; ou alteraram o quadro em animais
SNI. N&o obstante, esses resultados também permitem sugerir que a manipulacdo aguda da
transmissdo inibitoria ou excitatéria no Clp, respectivamente, ndo € suficiente para alterar
drasticamente 0s comportamentos associados a dor neuropatica, e que a sensibilizacdo central
nas areas cerebrais relacionadas a dor, que também podem incluir processos da
potencializagdo a longo prazo mediada pelo glutamato no cortex insular e no ACC (ZHUO,
2014) contribuam para o desenvolvimento e manutencdo da dor neuropatica.

A dor espontanea é uma modalidade de dor frequentemente relatada por pacientes na
pratica clinica que sofrem de dor crénica e que afeta seu bem-estar diario (TAPPE-
THEODOR; KUNER, 2014) . O teste de preferéncia condicionada ao lugar (CPP) é uma
abordagem eficaz e validada para se avaliar o comportamento animal relacionado a dor
espontanea e associada a dor afetivo-motivacional em modelos de dor neuropatica por lesdo
nervosa periférica em camundongos (HE et al., 2012). O teste é baseado em um
comportamento voluntério, evocado sem estimulos nos animais ao passar mais tempo em uma
camara especifica da caixa de CPP na qual os mesmos foram previamente condicionados. O
teste pode ser adaptado de diferentes maneiras, para corresponder aos objetivos da pesquisa e
direcionar o paradigma de condicionamento. Aqui, demonstramos que apenas a ativacao de
ChR2 em projecbes PV+ entre o Clp e ACC provocaram alteragdes no comportamento de
preferéncia dos animais com SNI sugerindo influéncia sobre o aspecto afetivo-motivacional
da dor observado no paradigma da CPP. Néo foi observada diferencas nos scores de CPP nos
camundongos GAD2Cre e Vglut2Cre, sugerindo um efeito seletivo derivado da ativacdo dos
neuronios PV+.

Considerando-se que o alivio da dor pode envolver um comportamento motivacional
mediado pela atividade de circuitos centrais de recompensa, nos quais o cortex insular
também participa e constitui uma area afetada durante condi¢cbes de dor cronica
(DOSSANTOS; MOURA; DASILVA, 2017), é importante considerar que o0s resultados
obtidos aqui podem ndo se restringir ou ndo representar a modulagdo de dor espontanea ou
continua per si, mas também a modulacdo de sistemas de recompensa nos camundongos

PVCre. De fato, apenas o comportamento associado ao teste de CPP, mas ndo a sensibilidade
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mecanica avaliada no teste DPA, foi influenciada pela manipulagdo optogenética, sugerindo a
participacdo de mecanismos de associados a recompensa.

Além disso, foi demonstrado que a transmissdo inibitoria no ACC, mediada pela
sinalizacdo via receptores GABAA, mas ndo receptores GABAg (LAGRAIZE; FUCHS,
2007), media profundo alivio da dor continua em condic¢Ges clinicas de dor crbnica e em
modelos animais, avaliados através de paradigmas de CPP (JUAREZ -SALINAS et al., 2019).
Considerando-se a distribuicdo anatdmica e citoldgica do cortex do cingulo, a por¢cdo mais
posterior do ACC (pACC) e sua porcdo mais rostral (rACC) estdo envolvidos de maneiras
diferentes na percepcédo da dor, enquanto o rACC tem sido amplamente correlacionado com a
modulagéo restrita de componentes afetivo-motivacionais (JUAREZ-SALINAS et al., 2019),
0 pACC ¢é comumente associado ao processamento de dor espontanea e continua. No entanto,
estudos recentes tém apontado o pACC como uma regido igualmente importante para a
modulagdo de outros aspectos da dor afetiva em alguns modelos de dor cronica (JUAREZ-
SALINAS et al., 2019), o que vai ao encontro de nossos achados em que a dor continua foi
regulada ap6s manipulacdo optogenética das projecGes PV+ entre o Clp e a por¢do mais
posterior do ACC. Assim, considerando-se as coordenadas estereotaxicas utilizadas para o
ACC (1.055 mm anteriores ao bregma; lateralidade de 0.255 mm e profundidade de 1.555 a
1.622 mm) e tais observacOes, pode-se sugerir que a regido assinalada funcionalmente
assemelha-se ao ACC posterior (pACC).

Por fim, ha algumas limitacbes em relacdo ao teste de CPP que devem ser
considerados como a necessidade de habilidades de memdria e aprendizado (TAPPE-
THEODOR; KUNER, 2014) em roedores. Em nosso trabalho, a intengdo do paradigma da
CPP foi de compreender como a ativacdo optogenética de ChR2 na subpopulagédo especifica
de células pode alterar as respostas afetivo-motivacionais relacionadas a dor e, ao longo do
protocolo, todos os esforcos foram aplicados para atestar as respostas comportamentais dos
animais, como a realizacdo de experimentos blind (e que o experimentador desconhecia o
grupo animal ao qual o individuo testado pertencia), além de respeitar o intervalo de quatro
horas entre as fases de condicionamento no dia 2. Ainda assim, futuramente, experimentos

adicionais podem ser necessarios para a melhor descri¢do dos fenémenos aqui apresentados.

8. Conclusfes
Na gama de resultados apresentados neste trabalho, podemos concluir que a EECI é
uma modalidade capaz de induzir antinocicep¢do mecéanica no modelo de dor neuropética em

ratos induzido por constricdo nervosa, sem gerar efeitos adversos sobre a atividade
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locomotora geral, e sugerem que a participacdo da transmissdo GABAérgica na circuitaria
envolvida na analgesia induzida pela EECI é parcial, sendo mediada por receptores GABAAa €
capaz de modular a presenca de GAD65 no cortex insular, sem influenciar GAD65, a ativagédo
de astrocitos e a presenca de tirosina hidroxilase e sinaptofisina em areas envolvidas com a
percepcdo e modulacdo da dor. Tal fato reforca e garante a aplicabilidade da EECI como
possivel e potencial tratamento para dor neuropética.

Além disso, os dados consolidam a ideia proposta da existéncia de possiveis vias
inibitdrias e excitatdrias entre o cortex insular e 0 ACC, demonstrado pela analise do tracador
retrogrado CTB488 em camundongos GAD2CrexAi9, PVCrexAi9 e Vglut2CrexAi9, através
das quais o aspecto afetivo-motivacional da dor pode ser modulado, como evidenciado pela
avaliacdo no teste de CPP ap0s ativacdo optogenética de células PV+ em camundongos com
dor neuropatica por lesdo nervosa periférica, destacando o cortex insular posterior como uma
area-chave com significado critico para o tratamento da dor neuropética. Mecanismos
moleculares e celulares detalhados envolvidos nesses efeitos serdo uma questdo importante a

ser conduzida por pesquisas futuras.
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APENDICES*
APENDICE A- Aprovacio da CEUA 3447131117 do ICB/USP S&o Paulo, SP, Brasil

l Instituto Universidade de Sdo Paulo
de Ciéncias Comissdo de Etica no
Biomédicas Uso de Animais
lc BU S P Exceléncia em Ensino e Pesquisa

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "Estudo da modulagdo gabaérgica na circuitaria envolvida na analgesia induzida pela
estimulagao elétrica do cdrtex insular", protocolada sob o CEUA n? 3447131117, sob a responsabilidade de Camila Squarzoni
Dale e equipe; Heloisa Alonso Matielo - que envolve a produ¢do, manutencdo e/ou utilizacao de animais pertencentes ao filo
Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica ou ensino - esta de acordo com os preceitos da Lei
11.794 de 8 de outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem como com as normas editadas pelo Conselho
Nacional de Controle da Experimentacéo Animal (CONCEA), e foi aprovada pela Comissao de Etica no Uso de Animais do Instituto
de Ciéncias Biomédicas (Universidade de Sao Paulo) (CEUA-ICB/USP) na reunido de 05/12/2017.

We certify that the proposal "Study of the gabaergic circuitry involved on insular cortex stimulation-induced analgesia", utilizing
144 Heterogenics rats (144 males), protocol number CEUA 3447131117, under the responsibility of Camila Squarzoni Dale and
team; Heloisa Alonso Matielo - which involves the production, maintenance and/or use of animals belonging to the phylum
Chordata, subphylum Vertebrata (except human beings), for scientific research purposes or teaching - is in accordance with Law
11.794 of October 8, 2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as well as with the rules issued by the National Council for Control of
Animal Experimentation (CONCEA), and was approved by the Ethic Committee on Animal Use of the Biomedical Sciences Institute
(University of Sao Paulo) (CEUA-ICB/USP) in the meeting of 12/05/2017.

Finalidade da Proposta: Pesquisa (Académica)
Vigéncia da Proposta: 30 meses Depto/Setor: Anatomia

Origem:  Biotério de Producédo de Ratos da Rede de Biotérios da USP [] Profa. Dra. Zuleica Bruno Fortes
Espécie:  Ratos heterogénicos sexo: Machos Idade ou peso: 280a340¢g
Linhagem: Sprague-Dawley N amostral: 144

Sao Paulo, 05 de dezembro de 2017

Jucant, Yokna, S, |

Profa. Dra. Luciane Valéria Sita Dr. Alexandre Ceroni
Coordenadora da Comiss&o de Etica no Uso de Animais Vice-Coordenador da Comiss&o de Etica no Uso de Animais
Instituto de Ciéncias Biomédicas (Universidade de Sao Paulo) Instituto de Ciéncias Biomédicas (Universidade de Sao Paulo)

Av. Professor Lineu Prestes, 2415 - ICB Ill / Cidade Universitaria, Butanta - CEP 05508-000 - Sdo Paulo/SP - tel: 55 (11) 3091-7733
HorAirio de atendimento: 22 a 62 das 8 as 16h : e-mail: cep@icb.usp.br
CEUA N 3447131117
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APENDICE B- Aprovagéo de emenda ao protocolo CEUA 3447131117 do ICB/USP S&o
Paulo, SP, Brasil

I Instituto Universidade de S3o Paulo
de Ciénclas Comissdo de Etica no
Biomédicas

ICB USP Exceléncia em Ensino e Pesquisa Uso de Animais
Sao Paulo, 11 de outubro de 2019
CEUA N 3447131117

limo(a). Sr(a).
Responsével: Camila Squarzoni Dale
Area: Anatomia

Titulo da proposta: "Estudo da modulagdo gabaérgica na circuitaria envolvida na analgesia induzida pela estimulagao elétrica do
cortex insular".

Parecer Consubstanciado da Comisséo de Etica no Uso de Animais ICB (o 000386)

A Comisséo de Etica no Uso de Animais da Instituto de Ciéncias Biomédicas (Universidade de S&o Paulo), no cumprimento das suas
atribuicdes, analisou e APROVOU a Emenda (versao de 04/setembro/2019) da proposta acima referenciada.

Resumo apresentado pelo pesquisador: "Emenda ao projeto CEUA 3447131117 para certificar experimentos de estagio BEPE-
Fapesp. Neste projeto BEPE, adicionalmente, temos por objetivo avaliar a presenga de projegdes gabaérgicas; parvalbumina (PV +);
e glutamatérgicas da insula posterior ao ACC, bem como sua ativagdo e excitabilidade neuronal em um modelo de dor neuropatica,
além de analisar a influéncia da manipulacado optogenética de tais projegdes na nocicepgao mecanica e dor espontanea de animais
submetidos ao modelo de les&o parcial do nervo isquiatico (Spared Nerve Injury- SNI). Camundongos machos, 7-8 semanas de
idade geneticamente modificados Cre, GAD2-cre: Gad2tm2(cre)Zjh/); PV-cre: B6;129P2-Pvalbtm1(cre)Arbr/); Vglut2-cre:368 Slc17a6
tm2(cre)Lowl/) (obtidos de Jackson Laboratories) serdo cruzados com camundongos carregando o gene repdrter tdTomato Ai9:
B6.Cg-Gt(ROSA)26Sortm9(CAG-tdTomato)Hze 369/) para marcagao dos neurdnios gabaérgicos (GAD2-cre x Ai9), parvalbumina (PV-
cre x Ai9) e glutamatérgicos (Vglut2-cre x Ai9) e submetidos a cirurgia de SNI e tragador toxina colérica subunidade b (CTB488-
Thermo Fisher Scientific) serd injetada no ACC para marcacgdo retrégrada de projegdes entre a insula posterior e ACC. Cortes
coronais da insula posterior submetidas a ensaio de imunofluorescéncia para c-Fos e analisadas em microscopia confocal. Cortes
coronais da insula de animais PV-cre x Ai9, serao submetidos ainda processados para registro eletrofisioldgico in vitro. Para anélise
optogenética, animais GAD2-cre, PV-cre e Vglut2-cre submetidos ao SNI receberdo injecdo de titulos virais para a expresséo de
opsinas na insula posterior direita, e/ou no ACC direito, e uma fibra 6ptica (Thorlabs) serd implantada no cértex insular direito ou
ACC direito. 5 a 8 semanas apds a injecdo de virus, animais serdo submetidos a optoestimulagao (DPSS lasers- azul 472 nm, 5mW,
10Hz e/ou 40Hz ou amarelo 589 nm, 5mW, 10Hz. Laserglow Technologies, Ontario) e avaliados nos testes de sensibilidade
mecanica (anestesiémetro digital plantar- Digital Plantar Anesthesiometer -DPA) e teste de preferéncia condicionada ao lugar
(Conditioned Place Preference- CPP). Amostras de encéfalo serdo coletadas apds perfusdo transcardiaca para anélise de expresséo
viral em microscopia confocal. ".

Comentério da CEUA: "".

Iucamt, Nolinia, Sda,

Profa. Dra. Luciane Valéria Sita Dr. Alexandre Ceroni
Coordenadora da Comissao de Etica no Uso de Animais Vice-Coordenador da Comissao de Etica no Uso de Animais
Instituto de Ciéncias Biomédicas (Universidade de S&o Paulo) Instituto de Ciéncias Biomédicas (Universidade de S&o Paulo)

Av. Professor Lineu Prestes, 2415 - ICB Il / Cidade Universitaria, Butanta - CEP 05508-000 - Sdo Paulo/SP - tel: 55 (11) 3091-7733
Horario de atendimento: 22 a 62 das 8 as 16h : e-mail: ceua@icb.usp.br
CEUA N 3447131117
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APENDICE C- Aprovagéo do protocolo do Comité de Cuidados Animais da Universidade de
Calgary, Calgary, Alberta, Canada - AC16-0191
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