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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 neuropatica apresenta-se como uma das condi¢Ges mais dificeis ao tratamento antalgico,
por ganhar um caréater crénico 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 Cdrtex Insular
(EECI) induz antinocicepcéo e influencia a atividade neuronal de areas encefalicas, indicando
a insula como alvo iminente para modulagdo da dor. Este trabalho teve por objetivo avaliar a
participagdo da transmissdo GABAérgica na antinocicep¢do promovida pela EECI repetitiva,
avaliar alteracbes neuroplésticas e em células astrocitarias, bem como avaliar a presenca de
projecdes excitatorias e inibitdrias entre a insula e o cortex do cingulo anterior (ACC)
modulatorias de dor. Ratos machos, Sprague Dawley (280-340g; CEUA 3447131117),
submetidos a constricdo cronica do nervo isquiatico direito (CCI) receberam um eletrodo
concéntrico na insula posterior esquerda (1.0 mm caudal ao bregma, 5.8 mm de lateralidade,
7.1 mm de profundidade) e foram submetidos a cinco estimulagdes diarias, consecutivas (15
min, 60 Hz, 210 us, 1V). Metiodeto de bicuculina, antagonista de receptores GABAA, (0.1ug,
i.t) administrado 1 h antes do teste de presséo de pata induziu reversdo da antinocicepgao
induzida pela EECI, sem alterar a atividade geral no teste de campo aberto. Aumento de GAD65
na insula apés EECI foi observado por imunofluorescéncia, sem alteracbes de GFAP,
sinaptofisina e tirosina-hidroxilase (TH) na insula, hipocampo, cingulo anterior e medial,
Substéncia Cinzenta Periaquedutal (PAG) e Bulbo Rostral Ventromedial (RVM). A anélise por
western blotting ndo revelou alteracdes de GADG65 apds EECI. Niveis de GABA, glutamato e
glicina analisados por cromatografia liquida de alta performance (High Performance Liquid
Chromatograph- HPLC) ndo se alteraram ap6s EECI. Em colaboragdo com a Universidade de
Calgary, camundongos GAD2CrexAi9, PVCrexAi9, Vglut2CrexAi9 foram submetidos a lesdo
parcial do nervo isquiatico esquerdo (Spared Nerve Injury- SNI) e a injecéo de tracador toxina
colérica- subunidade B (CTB488). Foi demonstrado a presenga de projecbes GABAérgicas,
parvalbumina positivas (PV+) e glutamatérgicas entre a insula e o ACC, as quais nao se

apresentaram ativadas por c-Fos em ensaio de imunofluorescéncia. Camundongos GAD2Cre,



PVCre, e Vglut2Cre receberam titulos com vetor viral para expressao de opsina (PAAV9-EFla-
DIO-hChR2(H134R)-eYFP) na insula direita e uma fibra optica foi implantada na insula (0.5
mm posterior ao bregma, 0.375 de lateralidade, 4.0 mm de profundidade) ou ACC direito (1.055
mm anterior ao bregma, 0.255 mm de lateralidade, 1.522 mm de profundidade). Animais foram
submetidos ao SNI e 6 a 8 semanas apés a inje¢do do virus, a optostimulagdo (lasers azuis DPSS
472 nm, 5mW, 10Hz ou 40Hz). A ativacdo optogenética de neurénios PV+ induziu preferéncia
condicionada ao lugar, sem alterar o limiar mecanico no teste de sensibilidade mecéanica
(anestesiébmetro 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 projecdes GABAérgicas, PV+ e glutamatérgicas
entre a insula e 0 ACC, e sua influéncia sobre a modulacdo da dor em modelos de dor

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

analgesia induzida pela estimulacéo elétrica do cértex insular. 2020. 146 f. Dissertacédo
(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 insula as na 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 of excitatory and inhibitory projections between the insula 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 (CClI) received a concentric electrode
on the left posterior insula (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 s, 1V). GABAA 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 insula, hippocampus, anterior and mid cingulate cortex, Periaqueductal Gray (PAG)
and rostral ventromedial medulla (RVM). Western blotting analysis, revealed no changes in
GADG5 after ESI. GABA, glutamate and glycine levels analyzed by high performance liquid
chromatography (HPLC) did not change after EECI. In collaboration with the University of
Calgary, GAD2Crex Ai9, PVCrexAi9, Vglut2CrexAi9 mice underwent Spared Nerve Injury
(SNI) and injection of tract tracer choleric toxin-subunit B (CTB488). 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-EF1a-DIO-hChR2 (H134R) -eYFP) in insula and a fiberoptic cannula was



implanted in right insula (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 to 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 insula and the ACC, and their influence on pain modulation in

neuropathic pain models.
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1. Introducédo
1.1 Dor e dor neuropatica

A definicdo mais recente 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 o resultado subjetivo da nocicepgéo,
sendo esta a codificacdo e o processamento dos estimulos nociceptivos pelo sistema nervoso,
enguanto 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 desregulacdo das fungdes fisioldgicas, a partir de uma “lesdo primaria ou
disfuncédo do sistema nervoso somatossensorial”, onde a dor fisioldgica se torna mal adaptativa
e patoldgica e adquire caracteristicas crénicas, perdurando temporalmente por mais de trés a
seis 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 cronica uma progressao 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 alteracBes no nivel de interacdo da rede neural. O
cortex insular € uma regido sujeita a tais alteragbes especialmente em quadros de dor
neuropética. A persisténcia da lesdo no sistema nervoso altera a estrutura e fungéo do sistema
somatossensorial (COSTIGAN; SCHOLZ; WOOLF, 2009), induzindo sensibilizacdo nervosa,
periférica e central (DWORKIN et al., 2003), que inclui facilitacdo e inibigdo da transmissdo
sinaptica, geracdo ectdpica de potenciais de acdo, formacdo de novos circuitos sinapticos,

dentre outros. Esta plasticidade no circuito altera a percepcao da dor, resultando em fendtipos



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 in6cuos, ndo
caracterizados como passiveis de induzir respostas dolorosas -, e hiperalgesia - a resposta
verbalizada ou interpretada exacerbada de dor apés estimulo nocivo (ALVES; LIN, 2018;
COSTIGAN; SCHOLZ; WOOLF, 2009; YAN et al., 2017), caracteristicos da dor neuropética.

Devido a uma populacdo heterogénea, e formas de diagndstico e tratamento diferentes,
se torna dificil uma exata e acurada epidemiologia da dor crénica e neuropatica. A dor crénica
afeta de 30% a 50% da populagdo 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-inflamatérios
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 induzirem
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 mudltiplas

terapias, incluindo técnicas promissoras como a neuroestimulacéo.

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, terminagdes nervosas livres especializadas,
de fibras aferentes priméarias ou neurénios de primeira ordem, (fibras C- amielinicas, ¢ Ad -
mielinizadas) tem alto limiar de ativacdo e iniciam potenciais de acdo a partir de estimulos
mecanicos, térmicos ou quimicos de alta intensidade, que serdo conduzidos principalmente para
as laminas | e 11, da coluna posterior da medula espinal (CPME) (SCHAIBLE; RICHTER,
2004; KUNER, FLOR, 2016). Na CPME, neurdnios de projecéo, ou de segunda ordem, levam
a informacao nociceptiva para centros superiores do sistema nervoso central por meio de tratos
anatdmicos (JESSEL; KELLY, 1991; KUNER, FLOR, 2016). Neste ponto, cabe ressaltar que
a perda de segregagdo existente entre os locais de sinapse de fibras aferentes primarias

nociceptivas em laminas superficiais, e fibras AP, que conduzem estimulos mecanicos, em



laminas profundas da CPME, é mecanismo chave para a geracao de alodinia (KUNER, FLOR,
2016).

O sistema antero-lateral agrupa os tratos espinotalamico, espinomesencefalico,
espinoreticular, espinobulbar e espinohipotaldmio para transmissdo da informacgéo
somatossensorial até regides supraespinais (WARREN et al., 2002). Especialmente em relagéo
ao trato espinotaldmico este € uma das principais projec6es supraespinhais para condugdo da
informacdo nociceptiva (JESSEL; KELLY, 1991). E no tadlamo, em nucleos especificos, tais
como, nucleo ventral postero-lateral (VPL) e ventral pdstero-medial (VPM), que se relaciona o
componente discriminativo da dor, e em nucleos inespecificos, como nucleo lateral central e
complexo intralaminar, que estéo relacionados os componentes afetivos da dor, onde ocorre a
recepcdo, integracdo e transferéncia da informacdo nociceptiva, via neurdnios de terceira
ordem, para o cortex encefalico, onde a informacéo é 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 informacéo 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 é 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 inibicdo pré-sinaptica em neurdnios
presentes na medula espinal, regulando os potenciais de ag&o 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
0 objetivo de regular a dor e constituem um ponto extensivamente explorado na literatura. Vias
inibitdrias descendentes se originam de areas como cortex do cingulo anterior (ACC), talamo e
Substancia Cinzenta Periaquedutal (PAG), em direcéo 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 inibitério quanto excitatorio sobre a excitabilidade e
transmissdao nociceptiva na CPME (BENARROCH, 2012), projecGes oriundas dos cortices
frontal e insular, amigdala, formacao reticular e CPME (BASBAUM, 1991) chegam a 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 regulacao da dor, sendo considerada o sitio de acao central
de agentes analgésicos (HEINRICHER et al., 2009). Neurénios no RVM, por sua vez, se
projetam em diregdo a medula espinal sdo também capazes de inibir céulas GABAEérgicas e
neurdnios Penk+ (correspondente ao gene da preproencefalina) da CPME, integrando a
informacao dolorosa e gerando hipersensibilidade mecanica (FRANCOIS et al., 2017).

O hipocampo é uma regido limbica conhecida por suas fun¢bes associadas a memoria,
ansiedade e depressao e mais recentemente, mudancas de conectividade cortico-hipocampais e
intra-hipocampais sdo observadas em casos de dor cronica (THOMPSON; NEUGEBAUER,
2019). Pacientes com dor orofacial possuem aumento da conectividade funcional entre o
hipocampo e regides da PAG, ACC e RVM (MILLS et al., 2018). Além disso, a insula 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
memodria 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 mdltiplas dimensBes sensitivo-
discriminativa, cognitivo-avaliativa e afetivo-motivacional da dor. A insula esta
estrategicamente localizada e constitui a matriz da dor que é ativada por estimulos nociceptivos
(HURLEY etal.,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 é uma das regides corticais mais
relacionadas com a percepcao dolorosa, uma vez que especialmente o cingulo anterior (ACC)
possui projecdes 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 porc¢ao
anterior-rostral (rACC) e uma porgédo anterior-posterior (pACC); uma regido medial (MCC)
também dividida em porc¢des anterior e dorsal; e uma regido posterior (DROSSMAN, 2005). A
literatura mostra que ocorre desinibi¢cdo do ACC, em decorréncia da leséo periférica de nervos
(BLOM et al., 2014). Ademais, a ativagdo de astrocitos no cingulo, é relacionado ao

comportamento aversivo associado ao componente afetivo-motivacional da dor em ratos
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(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 conexfes com o cortex
insular posterior (TAN et al., 2017).

1.3 O cortex insular

O cortex insular teve sua primeira descricdo como sendo a “ilha do cértex” por Johann-
Christian Reil, em 1796. Em humanos, a insula se localiza bilateralmente abaixo do sulco lateral
(WYNFORD-THOMAS; POWELL, 2017), dividida em insula anterior (agranular) e posterior
(granular) pelo sulco central da insula (NAMKUNG et al., 2017). A porg¢do anterior possui
projecdes reciprocas com areas limbicas como ACC, amigdala e cortex pré-frontal medial;
enquanto gque 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 espeécies, 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 por¢ao
mais posterior esta fortemente relacionada a func@es sensoriais, incluindo a dor (GAURIAU,
BERNARD, 2004; RODGERS et al., 2008).

O cortex insular é uma regido de grande interesse por sua influéncia e por ser afetado
estruturalmente e funcionalmente em diversas desordens neuroldgicas e psiquiatricas desde
ansiedade, esquizofrenia, doenca de Alzheimer e Huntington, esclerose mdltipla, 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 na insula
(MAZZOLA et al., 2009). Por exemplo, sua por¢do posterior granular é descrita como
preferencialmente envolvida com o processamento sensorial-discriminativo, em funcdo de
aferéncias do nucleos posteriores do tdlamo (MAZZOLA et al., 2009) enquanto sua porgao
anterior, é indicada como uma interface entre redes de dor sensoriais e limbicas (CRAIG, 2003;
MESULAM; MUFSON, 1982), na qual sua por¢ao agranular esta envolvida com os aspectos
afetivos do processo nociceptivo por, receber, principalmente, aferéncias do nucleo medial
talamico (LU et al., 2016) e se conectar a amigdala (MORAGA-AMARO; STEHBERG, 2012).

Ainda, via circuitos de feedback positivo que envolvem a medula espinal, ela contribui para a
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manutencdo da dor crénica, sendo que, da mesma forma, esta € capaz de gerar alteracoes
funcionais no cdrtex 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 ativacdo da insula apds 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 & dor é
ainda relacionada a um intenso processo de plasticidade sindptica induzida pela dor neuropatica
que se assemelha aos processos de sinalizacéo observados na potenciacgéo de longo prazo (LTP),
pela potenciacdo de receptores AMPA, regulacdo de receptores NMDA dentre outros (QIU et
al., 2013; ZHUO, 2016), e que é correlacionado com a ativacdo de areas pro-nociceptivas ou
inibicdo do sistema descendente inibitorio 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 informacgdo dolorosa para modulé-la, se tornando alvos
importantes para estudo e tratamentos de dor como a neuroestimulagéo, 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 &reas corticais, interneurénios GABAEérgicos correspondem a cerca de 20% do
total de neurénios (JASMIN et al., 2004), compreendendo trés tipos principais classificados de
acordo com a expressdo de um marcador especifico: proteina ligadora de Ca?* parvalbubima
(PV), o neuropeptideo somatostatina (SST), e 0 receptor ionotropico de serotonina 5HT3a
(5HT3aR) (RUDY etal., 2011).

A acdo do GABA é mediada por receptores ionotropicos, GABAA e GABAc, e
metabotrépico, GABAB. O receptor GABAc tem sua localizagdo 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 sdo responsaveis pela sinalizag&o inibitoria
pela abertura do canal de CI, e contém sitios de ligacdo para barbitdricos e benzodiazepinicos,

e receptores do tipo GABAg produzem a inibigdo de longa duragdo (JASMIN et al., 2004).
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As enzimas GAD65 e GADG67, por sua vez, tem funcdo primordial na transmisséo
sinaptica inibitoria e no metabolismo celular de GABA, respectivamente. Ambas dependem,
com diferentes afinidades, do co-fator piridoxal fosfato para méxima atividade enzimatica e
estdo presentes na maioria das classes de neurdénios 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 regides como nucleo magno da rafe, a dor cronica
controla epigeneticamente a transcricdo do gene Gad2, pela acetilacdo de histonas via
sinalizacdo de BDNF-TrkB, prejudicando sinapses GABAérgicas e contribuindo para o quadro
doloroso (TAO et al. 2015).

Nas vias de dor, interneurdnios GABAérgicos regulam a transmissao da informacéo ao
induzir nocicepcdo e antinocicepcdo 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
inibitorias (VAYSSE et al., 2011), enquanto que na PAG e RVM, ocorre a inducdo de
nocicepcdo apos ativagdo de receptores GABAA (JASMIN et al., 2004). Em rela¢do 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 é diretamente relacionado a
processos de plasticidade e regulacao da dor (JASMIN et al., 2003; ZHUO et al., 2008), posto
que niveis reduzidos de GABA na insula se relacionam ao comportamento hiperalgésico em
animais (WATSON, 2016). E importante citar ainda, que a modulagio opioidérgica de
receptores GABAA pode controlar a atividade do cortex insular, ainda que este ndo seja o Unico
mecanismo envolvido com tal controle (YOKOTA et al., 2016). Neurdnios GABAérgicos na
insula também recebem projecdes dopaminérgicas oriundas da area tegmental ventral (VTA)
responsaveis 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,
especificamente astrécitos constituem a macroglia responsavel por auxiliar em muitos dos

aspectos do metabolismo e funcionamento de neurdnios e do sistema nervoso em geral.
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Astrocitos se interconectam e se comunicam através de jungGes 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 funcdes como controlar a
funcionalidade, os transportes e a permeabilidade da barreira hemato-encefalica, regulando a
concentragdo de ions, além de apresentar outras fungdes (HAYDON, 2001; REN, 2010, YOON
etal., 2012).

A literatura tem ampliado seus conhecimentos no que se refere a glia, reiterando cada
vez mais novas funcdes que extrapolam apenas aquelas associadas ao suporte neuronal. Hoje,
sabe-se que astrdcitos controlam as sinapses neuronais, capazes de serem influenciados e de
influenciarem diretamente a neurotransmisséo 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 neurdnios os permite responder & atividade sinéptica e regular intimamente a transmisséo de
informacdes nas sinapses, através da capacidade de liberar e absorver neurotransmissores, 0s
chamados gliotransmissores, e a presenca de receptores e transportadores na membrana
citoplasmatica para tal regulacdo (HAYDON, 2001; GOSSELIN et al., 2010; YOON et al.,
2012).

Seu papel na manutengdo da homeostase neuronal e na regulacdo sinaptica € também
cada vez mais estudado em casos de desordens neuroldgicas, patolégicas e de dor crénica. Em
resposta a dor cronica ocorre a ativacdo de astrocitos, fenbmeno também referido como
astrocitose reativa (REN, 2010), que abrange alteracdes de fenétipo celular, morfolégico 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 ativacao necessaria para inducdo e manutencdo da dor crénica (WIESELER-FRANK et
al., 2004; GOSSELIN et al., 2010). Com a lesdo 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 ativagdo de astrocitos na coluna posterior da medula espinal foi identificada em
modelos animais de constricdo 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
ganglio trigeminal desencadeia vias de sinalizagdo responséveis por induzir analgesia em

modelos de dor orofacial (Liu et al., 2019). Por outro lado, na circuitaria central de dor o perfil
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reativo astrocitario foi identificado em regides corticais como cortex somatossensorial | e ACC
em modelos de leséo periférica do nervo isquidtico e associado a sinalizacdo glutamatérgica e
formacéo de novas sinapses nessas regides (YAMASHITA et al., 2014; KIM et al., 2016).

1.6 Estimulacéo elétrica encefalica

O termo neuromodulagdo corresponde a terapias farmacoldgicas e ndo farmacoldgicas
que potencializam ou inibem a conducédo nervosa (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 neuromodulatérias como
a neuroestimulacdo encefalica tém sido utilizadas ndo s6 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 pds-acidente vascular
encefalico (AVE), avulséo de plexo braquial, dor no membro fantasma, neuralgia pds-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 nucleos talamicos. Ja na década de 1990, estimulacéo epidural
do cortex motor comegou 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 tercos dos pacientes com dor
crénica intratavel tém beneficios (BOCCARD; PEREIRA; AZIZ, 2015; GALHARDONI et al.,
2015; LEVY; DEER; HENDERSON, 2010) guanto em animais, 0s quais também podem
apresentar refratoriedade possivelmente associada a menor ativacao de receptores canabinoides
na medula espinal (SILVA et al., 2015).

Mais recentemente, a neuroestimulacdo 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 percepc¢do dolorosa. A estimulacdo cerebral profunda

(Deep Brain Stimulation- DBS) é uma alternativa indicada para casos de dor neuropatica
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refrataria, sendo considerada segura, tanto quando aplicada experimentalmente em animais
quanto em humanos, porém com relevantes ponderacGes sobre sua eficiéncia. Contra-
indicacdes compreendem pacientes com histérico de doencas psiquiatricas, coagulopatias e
ventriculomegalias, e efeitos adversos decorrentes do procedimento como convulsdes, dor de
cabeca e infecces podem ocorrer em até 9% dos casos (CRUCCU et al., 2016). Seus principais
alvos de estimulacdo compreendem a PAG, a substancia cinzenta periventricular (PVG), tallamo
e 0 ACC (BOCCARD; PEREIRA; AZIZ, 2015; CRUCCU et al., 2016), e parametros de
estimulacao 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, a0 mesmo tempo em que
a utilizacdo de frequéncias de estimulacdo menores que 50 Hz em nucleos talamicos induz
analgesia, acima de 70Hz € capaz de exacerbar a sensacao 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 mA
por periodos prolongados (MOISSET; LEFAUCHEUR, 2019), constituem abordagens nédo
invasivas de estimulacdo, seguras e amplamente aplicadas ndo apenas para tratamento de dor
crbnica, mas também de transtornos psiquiatricos como depressdo (aplicada ao cortex 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 a insula como candidato potencial. Sabe-se que a regulacdo de
neurotransmissores no coOrtex insular posterior é diretamente relacionado a geracdo de
hipersensibilidade em roedores (WATSON et al., 2016), bem como é 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
diretamente relacionada a diferentes sindromes de dor cronica, por exemplo dor central pos-
AVC (GARCIA-LARREA, 2013; ISNARD et al., 2011; KLIT et al., 2009).

A Estimulagdo Magnética Transcraniana da insula posterior superior foi testada em
voluntarios saudaveis e provocou alteracGes de percepcdo a estimulos frios (CIAMPI de

ANDRADE et al, 2012). Ainda, foi demonstrado que a estimulagdo magnética transcraniana
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profunda desta porgdo da insula modula diferentemente a sensibilidade dolorosa em
comparagdo ao mesmo tratamento aplicado ao ACC em uma condicdo de dor neuropética
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 neuroestimula¢do da insula em induzir antinocicepcao
mecanica nos animais com dor neuropatica, apés uma estimulacdo a 60 Hz (DIMOQV et al.,
2018). Resultadores posteriores também demonstraram a ativacdo neuronal marcada por c-Fos
aumentada na insula apos estimulacdo, e diminuicdo em areas como cdértex 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
encefalica dependem de caracteristicas do tipo de estimulacéo, parametros e protocolos, alvo e
tracos intrinsecos do individuo. Algumas formas de estimulacdo 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 neuroestimulatérios também influenciam a ativacdo de células gliais, sejam
astrécitos ou microglia, na medula espinal e em regiGes encefélicas, o que se relaciona as
alteracdes plasticas observadas em modelos animais de dor cronica, doenca de Parkinson e
outras condi¢oes (MONAI et al 2016; CACACE et al., 2017).

1.7 Estimulacéo optogenética

A optogénética se utiliza de técnicas celulares, moleculares e de engenharia genética
para promover manipular opticamente a ativacdo e inibi¢ao de opsinas expressas na membrana
celular de neurdnios, com precisdo em ambos aspectos, da seletividade celular e da escala
temporal, de até milissegundos (DEISSEROTH, 2011).

Para a manipulacdo optogenética, opsinas de origem microbiana responsivas a luz sdo
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 funcéo o que permite o estudo de eventos especificos dentro
da célula especialmente em experimentos in vivo (DEISSEROTH, 2011). A despolarizacdo da

membrana celular pode ser produzida pela expressao e ativacdo optogenética de opsinas que
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funcionam como canais catibnicos 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 hiperpolarizacdo celular por funcionarem como bombas de ions cloreto, assim
como opsinas que funcionam como bombas de protons (TYE; DEISSEROTH, 2012).

A transducéo viral utilizando-se lentivirus e virus adeno-associados € uma das formas
mais comuns de promover a expressao restrita de opsinas no sitio-alvo, além de possibilitar a
estimulacdo de fibras e estudos de circuitarias pelo transporte neuronal anterdgrado e/ou
retrogrado 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 o
estudo detalhado de eventos biol6gicos complexos e comportamentos associados a doengas
mimetizadas em modelos animais de ansiedade, depressdo, medo, desordens psiquiatricas,
doencas do espectro autista, doenca 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 identificagdo 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 os objetivos abordados neste trabalho, utilizamos a estimulacéo optogenética de
células neuronais e fibras de projecdo no cértex insular e ACC para avaliar em detalhes como
tais tipos celulares seriam capazes de influenciar a sensibilidade dolorosa na dor neuropatica,

complementando os resultados obtidos no projeto.
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8. Conclustes

Na gama de resultados apresentados neste trabalho, podemos concluir que a EECI é uma
modalidade capaz de induzir antinocicep¢do mecanica no modelo de dor neuropética em ratos
induzido por constricdo nervosa, sem gerar efeitos adversos sobre a atividade locomotora geral,
e sugerem que a participagdo da transmissdo GABAGérgica na circuitaria envolvida na analgesia
induzida pela EECI é parcial, sendo mediada por receptores GABAAa e capaz de modular a
presenca de GADG65 no cortex insular, sem influenciar GADG65, a ativacdo de astrocitos e a
presenca de tirosina hidroxilase e sinaptofisina em areas envolvidas com a percepcdo e
modulacéo 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 cértex insular e 0 ACC, demonstrado pela andlise do tragador
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 cArtex 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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