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RESUMO

A molécula de ATP (adenosina trifosfato) conhecida primordialmente como uma fonte de energia
intracelular, atua como uma importante molécula sinalizadora no meio extracelular em diversos
processos fisiologicos e patologicos do Sistema Nervoso. Nos Gltimos anos, essa molécula se
destacou na transmissdo da informacao nociceptiva por interagir com os canais de membrana dos
nociceptores, ocasionando a reducdo do limiar de ativacao e modificando a excitabilidade neuronal.
O ganglio da raiz dorsal (GRD) constitui um importante sitio de modulacdo da dor. Estudos
apontam que o ATP ¢ o principal mediador da comunicacdo entre neurdnio e glia no GRD. A
molécula de ATP pode ser liberada para o meio extracelular através da exocitose de vesiculas e/ou
por canais de membrana Panexinal (Panx1). Ainda ha poucos estudos sobre a sinalizacdo mediada
por ATP no GRD, o que impede a compreensdo mais aprofundada dos mecanismos periféricos
envolvidos na dor. Assim, o presente trabalho teve como objetivo compreender a liberagdo de ATP
através dos canais Panx1 e da exocitose de vesiculas no GRD e, estudar o efeito desta liberacéo
sobre o desenvolvimento da hiperalgesia inflamatoria, neuropatica e nocicepc¢éo aguda de fibras C.
Foram realizados experimentos comportamentais de dor utilizando inibidores farmacoldgicos para
canais Panx1 e de exocitose injetados diretamente no GRD (L5) de ratos. Camundongos knockout
Panx1 (KO) também foram usados em modelos de nocicepcdo e hiperalgesia. Ensaios histologicos
e culturas primarias do GRD foram realizadas para o estudo da localizacdo e quantificacdo dos
niveis extracelulares de ATP, respectivamente. Nos ensaios de imunofluorescéncia do GRD (L5)
observamos a presenca de estoques de ATP no corpo neuronal de fibras A, fibras C e, em células
gliais. Os canais Panx1 expressos em neurdnios foram co-localizados com estoques de ATP. Nos
ensaios in vitro com culturas priméarias do GRD, a inibicdo da exocitose vesicular reduziu a
liberacdo extracelular de ATP induzido pelo tratamento agudo com KCI, porém, o0 mesmo efeito
ndo foi observado com a inibi¢do de canais Panx1 nas células. O tratamento com a citocina IL-1p
também resultou no aumento dos niveis extracelulares de ATP, mas, ndo foi reduzido com a
inibicdo da exocitose. O tratamento com capsaicina e PGE> em células do GRD ndo promove o
aumento significativo de ATP extracelular. A inibicdo farmacoldgica ou genética de canais Panx1
resultou em uma diminuicdo significativa da hiperalgesia mecéanica induzida pela injecdo de
carragenina na pata. Ademais, camundongos Panx1-KO ndo desenvolveram hiperalgesia mecénica
com uma Unica injecdo sisttmica de Paclitaxel e apresentaram uma resposta nociceptiva
significativamente menor frente ativacdo de fibras C. Resposta semelhante foi observada em ratos
pré-tratados com o inibidor para Panx1. A inibicdo farmacoldgica da exocitose de vesiculas no
GRD (L5) reduziu a hiperalgesia mecénica induzida por carragenina, PGE2 e IL-1p. Portanto, o0s
resultados obtidos neste trabalho sugerem que canais Panxl e, principalmente, o processo de
exocitose de vesiculas, no GRD, participam da hiperalgesia inflamatéria e da nocicepcao aguda de
fibras C. Os novos achados indicam que no GRD existe, de fato, um processo de comunicacgéo tdo
importante quanto as sinapses presentes no sistema nervoso central.

Palavras-chaves: dor, ganglio da raiz dorsal, ATP, Panx1, exocitose.



ABSTRACT

The ATP (adenosine triphosphate), primarily known as an intracellular energy source, play an
important role as a signaling molecule on the extracellular environment under various physiological
and pathological processes at the Nervous System. In recent years, ATP has stood out in the
transmission of nociception by interacting with the membrane channels of nociceptors, reducing
the activation threshold, and modifying neuronal excitability. The dorsal root ganglion (DRG) is
an important site for pain modulation. Studies showed that ATP is the main mediator of
communication between neurons and glia in DRG. The ATP molecule can be released to
extracellular space through membrane channels called Panexinl (Panx1) and/or by vesicle
exocytosis. Despite this, there are still few studies on ATP-mediated signaling in DRG, which
prevents a deeper understanding of the peripheral mechanisms involved in pain modulation. Thus,
the present work aimed to understand the release of ATP through the Panx1 channels and by
exocytosis of vesicles in the DRG. Also, to study the effect of this release on the development of
inflammatory and neuropathic hyperalgesia, as well as the acute C-fiber nociception. Behavioral
pain experiments were performed using pharmacological inhibitors for Panx1l channels and
exocytosis directly in the DRG (L5) of rats. In addition, it was used transgenic mice with global
Panx1 depletion (KO) to nociception and hyperalgesia models. Histological approach and DRG
primary cell cultures were performed to study the localization and quantification of extracellular
levels of ATP, respectively. In immunofluorescence assays of the DRG (L5), we observed the
presence of ATP stocks in A fiber, C fibers neuronal soma and on glial cells. Panx1 channels
expressed in sensory neurons were co-localized with ATP stocks. In vitro assays with DRG primary
cultures, the inhibition of vesicular exocytosis reduced the extracellular release of ATP upon of
acute treatment with KCI, however, the same effect was not observed with the inhibition of Panx1
channels in the cells. Treatment with the IL-1p cytokine resulted in increased extracellular ATP
release, which was not reduced by the exocytosis inhibition. Capsaicin and PGE2 treatment on DRG
cells did not induce a significant ATP release increase. The pharmacological or genetic inhibition
of Panx1 channels resulted in a significant decrease in mechanical hyperalgesia induced by the
injection of carrageenan into the paw. In addition, Panx1-KO mice did not development
neuropathic pain with a single systemic injection of Paclitaxel and showed a lower nociceptive
response by activating C fibers (capsaicin test). A similar response was seen in rats pretreated with
the inhibitor for Panx1. Pharmacological inhibition of vesicle exocytosis on DRG (L5) also reduced
the mechanical hyperalgesia induced by carrageenan, PGE> and IL-1p injections. Therefore, the
data obtained in this work suggest that Panx1 channels and, mainly, vesicle exocytosis process
participate on inflammatory pain and acute C-fiber nociception. Regarding pain signal
transmission, our results indicate that there is, in fact, a communication process in DRG which is
as important as the synapses present in the central nervous system.

Keywords: pain, dorsal root ganglion, ATP, Panx1, exocytosis.
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1. INTRODUCAO
1.1. Dor: aspetos fisioldgicos

A dor pode ser definida como uma experiéncia sensorial e emocional desagradavel e
angustiante que, na maioria dos casos, € resultante de uma lesdo tecidual. Ela constitui um dos
componentes essenciais na defesa corporal, funcionando como um alerta de perigo sobre a
ocorréncia de estimulos lesivos provenientes do meio externo ou do préprio organismo. O papel
primordial da dor é fornecer um rapido aviso ao Sistema Nervoso Central para que este envie uma
resposta motora rapida de esquiva ou recuo visando manter a integridade fisica do individuo. Nesse
sentido, a dor € uma caracteristica primitiva essencial para a sobrevivéncia. Em casos raros, como
em condicdo de insensibilidade congénita, o individuo ndo apresenta a capacidade de percepcao da
dor, resultando em sérios problemas para sua saude e, geralmente, esses individuos nao ultrapassam
a infancia (Lent, 2010).

A dor é um fenémeno perceptivo, complexo, subjetivo e multidimensional. Ela envolve
dimensGes sensorial-discriminativa e afetivo-motivacional. O componente sensorial-discriminativo
da dor se refere a percepc¢do e deteccdo do estimulo nocivo quanto a sua intensidade, localizacéo,
duracdo, padrdo temporal e qualidade. O componente afetivo-motivacional diz respeito ao
componente emocional da dor, percebido como sofrimento (Julius & Basbaum, 2001). Assim, a
dor vem acompanhada por uma forte experiéncia emocional de valéncia negativa, a qual é
percebida de diversas maneiras por cada individuo e em diferentes condicdes. O aspecto biologico,
fisiologico e os fatores sociais exercem influéncias sobre a percep¢do da dor. Atualmente, as
pesquisas tém evidenciado a relacéo entre dor, estresse e depressédo (Pagliusi et al., 2020; Piardi et
al., 2020). Tais aspectos podem atuar significativamente nas vias sensoriais de dor, modulando o

sinal nociceptivo e consequentemente modificando a sua percepcao.

A dor possui um sistema sensorial proprio capaz detectar, transmitir e interpretar os
estimulos nocivos. Este processo envolve diferentes estruturas, células, canais e moléculas que se
interagem conforme determinadas condicGes fisioldgicas e/ou patoldgicas (Basbaum e Jessell,
2000). As células especializadas na deteccéo do estimulo nocivo sdo denominadas de nociceptores.
Eles consistem em neurdnios sensoriais primarios que sdo ativados por estimulos capazes de
provocar danos ao tecido. Por este motivo, apresentam alto limiar de ativagdo que se diferem das

demais classes de células nervosas sensoriais (Julius & Basbaum, 2001).

Os nociceptores s@o neurdnios do tipo pseudounipolares apresentando dois ramos axonais,

um braco se estende para periferia (pele, musculos, visceras e outros 6rgdos) e o outro segue para
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a medula espinhal (corno dorsal). As terminagdes nervosas dos nociceptores podem ser ativadas
por estimulos quimicos, térmicos ou mecanicos e, em alguns casos, respondem & dois ou mais
estimulos ao mesmo tempo (Basbaum e Jessell, 2000). Alguns deles apresentam uma ou mais
camadas de mielina ao redor do ax6nio (denominadas de fibras A) que favorecem para uma
conducdo mais rapida quando se comparado as fibras que ndo possuem a camada de mielina
(denominadas fibras C). As fibras A se subdividem em 2 subtipos: AP ¢ Ad. O tipo AP participa
quase que exclusivamente de respostas tateis inocuas, enquanto que as fibras Ad a repostas

mecanicas nocivas, tal como as fibras C (Basbaum e Jessell, 2000; Liu et al., 2001) [Tabela 1].

Tipo de fibra . ) 3
Caracteristicas Velocidade Funcdo
nervosa
- Mielinizadas - Estimulos tateis
AB R Alta ] )
- Largo didmetro - Propriocepcéo
- Pouco mielinizada o -Nocicepcdo: Estimulos térmicos, mecanicos
Ad o Média o
- Médio didmetro e quimicos
& - Ndo mielinizadas - -Nocicepcéo: Estimulos térmicos, mecanicos
enta
- Pequeno diametro intensos e quimicos

Tabela 1: Fibras sensoriais primérias: caracteristica, velocidade e funcdo. Adaptado do Livro “Cem bilhoes de

neurdnios”’ - Roberto Lent, 2010.

As fibras Ad sdo finamente mielinizadas, de médio didmetro (2,0 a 6,0 um), com velocidade
de conducdo média entre 5 e 30 m/s e correspondem aproximadamente a 13% das fibras de dor na
pele. Esse tipo de fibra estd associado a dor rapida e forte que levam informacéo de nociceptores
térmicos ou mecanicos danificados (Basbaum e Jessell, 2000). As fibras C, ndo mielinizadas, sao
de pequeno diametro (0,4 a 1,2 um), com velocidade de condu¢do menor (0,5 a 2 m/s) e
correspondem a 87% das fibras condutoras da informacdo dolorosa presentes na pele. Sao
responsaveis pela dor lenta e difusa (Brenneis et al., 2013; Julius & Basbaum, 2001; Millan, 1999)
[Tabela 1]. A maioria dos nociceptores associados a fibra C sdo polimodais, respondendo a
estimulos térmicos e mecanicos nocivos (Raja et al., 1988). Todavia, ela também respondem a
estimulos quimicos nocivos tais como a capsaicina, o ingrediente pungente presentes nas pimentas
ardentes (Millan, 1999).

As fibras C podem ainda ser classificadas em duas subdivisfes, de acordo com a sua
funcdo e expressdo de receptores. A primeira refere-se a populacdo peptidérgica que contém a

substancia P como neurotransmissor peptidico e expressa TrkA, o receptor tirosina-quinase, com
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elevada afinidade para o fator de crescimento do nervo (NGF) (Snider & McMahon, 1998). A
segunda populacéo ndo expressa a substancia P ou TrkA, mas pode ser marcado seletivamente com
0 a-D-Galactosil-isolectina (IB4) (Basbaum et al., 2009). Esta classificacdo funciona como um

marcador molecular adicional para a identificacdo das células neuronais.

As fibras Ad se projetam para lamina | e para ldmina V do corno dorsal da medula espinhal.
Jaas fibras A, de baixo limiar e maior velocidade, se projetam para laminas mais profundas como:
I, IV e V. As fibras C se projetam mais superficialmente para lamina | e 1. Dessa maneira, a
lamina | e 1l esta relacionada a respostas de estimulos nocivos, 1amina 111 e 1V est associada a
estimulacéo in6cua e, lamina V recebem os dois tipos de estimulos (Basbaum et al., 2009).

No organismo existem também nociceptores que sdo chamados de silenciosos (silent
nociceptors) que passam a responder a um novo tipo de estimulo quando sofrem um processo de
sensibilizacdo, em sua maioria, em resposta a uma leséo tecidual (Julius & Basbaum, 2001). Essas

alteracdes refletem a expressao de receptores presentes na membrana dos neurénios sensoriais.

Os terminais nervosos dos nociceptores expressam em sua membrana canais i6nicos
voltagem-dependente e ligantes-dependente, tais como: TRPV1, TRPA1, Navl.7, Navl.8, e
Nav1.9, os quais, sdo elementos essenciais para a transducdo do estimulo nocivo. Devido a essa
variedade de expressdo molecular, uma mesma célula pode ser capaz de responder a multiplos

estimulos sensoriais e mediar resultados funcionais distintos (Pinho-Ribeiro et al., 2017).

A ativacao desses canais i6nicos desencadeia sinais elétricos que resultardo na liberacéo de
neurotransmissores nos terminais pré-sindpticos, como: glutamato, substancia P e proteina
associada ao gene da calcitonina (CGRP) (Millan, 1999). Esses mediadores ativam seus respectivos
receptores nos terminais pos-sinapticos dos neurdnios secundarios, 0s quais, cruzam para o lado
contralateral da medula espinhal e enviam projecdes para por¢des superiores do sistema nervoso
central, onde ocorre a percepc¢do da dor. Um subconjunto desses neurénios de projecao transmite o
sinal para o cortex via talamo, informando a localizagéo e intensidade do estimulo de dor. Outro
grupo de neurdnios projetam-se para cortex cingulado e insular através do tronco cerebral, o qual
esta relacionada ao componente emocional (desagrabilidade) da dor (Figura 1) (Basbaum et al.,
2009).
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Figura 1: Sinal sensorial de dor decorrente de uma lesdo tecidual periférica. Quando se ha um dano tecidual, os
nociceptores sdo ativados e liberam nos terminais periféricos substancia P e CGRP. Isso resulta na degranulagdo de
mastacitos que liberam histamina, excitando os nociceptores. Ocorre também um aumento da liberacdo de NGF pelo
tecido que atua sobre o terminal nociceptivo. O estimulo é entdo detectado e encaminhado para o ganglio da raiz dorsal
até o corno dorsal da medula espinhal. Neste local ocorre uma sinapse com interneurdnios ou neurdnios de segunda
gue cruzam a medula e acende para areas superiores do SNC. No talamo o sinal sensorial de dor é redistribuido por

outras regides do encéfalo. Fonte: autoria prdpria, esquema realizado pelo site Biorender.

Embora a dor apresente um papel protetivo, ela se torna prejudicial quando afeta
significativamente o bem-estar do individuo, sendo entdo necessario o tratamento imediato da
mesma. A dor pode ocorrer de forma aguda ou persistente resolvendo-se em minutos, horas ou dias,
ou pode se estender por meses e até anos, tornando-se em um processo cronico. A Associacao
Internacional para o Estudo da Dor (IASP) estima que 1 em cada 5 pacientes sentem dor e que 1
em cada 10 sdo diagnosticados com dor cronica a cada ano. Na clinica é frequente o uso de
analgesicos e anti-inflamatorios ndo esteroidais (AINES) para alivio da dor. Em casos de dor
crénica utiliza-se o tratamento com opioides (Spray & Hanani, 2019). Entretanto, ainda existe uma
alta procura de farmacos mais eficientes no alivio dos sintomas de dor e na melhora da qualidade
de vida dos pacientes. As informacdes cientificas a respeito dos mecanismos quimicos e
moleculares das diferentes drogas analgésicas rotineiramente utilizadas é escassa o que resulta, em

muitos casos, em tratamentos inapropriados e pouco resolutivos.
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1.2. Hiperalgesia inflamatdria e neuropatica

Os nociceptores quando excitados continuamente podem alterar sua funcéo e responderem
diferentemente a certos estimulos sensoriais. Em uma lesdo tecidual, por exemplo, sdo liberados
varios mediadores como: citocinas, substancia P, NGF (fator de crescimento do nervo), ATP,
bradicinina, serotonina e histamina (Figura 1). Esses mediadores podem atuar sobre os neurénios
sensoriais primarios promovendo alteracdes a nivel celular e molecular (Cunhaet al., 2005; Ferreira
et al., 1988). Alguns estudos apontam que estimulos inflamatorios desencadeiam alteracGes
fenotipicas nos neurbnios sensoriais, como 0 aumento na expressdo de alguns canais de s6dio na
membrana (England et al., 1996; Gold et al., 1996). Essas modificacdes resultam em um processo
de sensibilizacdo neuronal, isto é, a diminuicdo do limiar de excitabilidade neuronal. Logo, essas
fibras passam a apresentar maior facilidade em serem ativadas frente a uma estimulacéo (Riedel &
Neeck, 2001). Os neurdnios sensibilizados podem também apresentar descargas espontaneas
mesmo na auséncia do agente causador da inflamac&o. Este estado sensibilizado dos neurdnios é

denominado de hiperalgesia ou alodinia (Linley et al., 2010).

A hiperalgesia é termo utilizado para referir-se ao aumento da sensagdo dolorosa
provocada por um estimulo nocivo, enquanto alodinia refere-se a uma resposta dolorosa & um
estimulo mecanico ou térmico que primariamente seja indcuo (ndo nocivo). Ja o termo nocicepcao
esta relacionado a ativacdo da via nociceptiva, ou seja, ao disparo de potenciais de a¢do gerados
por um estimulo sensorial. Neste Ultimo caso, ndo ha reducdo do limiar ou facilitacdo da
excitabilidade neuronal. Vale ressaltar que os processos de sensibilizacdo (hiperalgesia e alodinia)
envolvem também a ativacdo de via sensorial da dor, portanto, também envolve o processo de

nocicepc¢ao (Deuis et al., 2017).

O sistema imunoldgico apresenta um papel significativo na sensibilizacdo dos
nociceptores em diferentes contextos. No modelo animal de dor inflamatéria induzida pela
carrageninia, os neutrofilos migram para o tecido afetado e mantém a dor mediante a producédo de
citocinas e prostaglandina E> (PGE2) (Cunha et al., 2008). Além dos neutrdéfilos, os mastocitos
também possuem uma estreita associacdo com 0s terminais nervosos dos nociceptores. Quando
ativados, essas células desgranulam e liberam citocinas como TNF-a, IL-6, IL-1p, histamina e fator
de crescimento do nervo (NGF) que, agindo sobre os receptores presentes na membrana do
nociceptor, promovem a sensibilizacdo sensorial da resposta de dor (Aich et al., 2015; Chatterjea
& Martinov, 2015; Woolf et al., 1997). A citocina IL-1p foi a primeira a ser descrita com fungdo
hiperalgesica (Ferreira et al., 1988). Ela atua sobre os nociceptores pela ativacdo de IL-1R1 que

promove a fosforilacdo de p38 MAPK dos canais de sédio Nav1.8, gerando o aumento da formacédo
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de potenciais de agdo, os quais resultam em hiperalgesia mecénica (Binshtok et al., 2008). Além
disso, IL-1p aumenta a expressdo de receptores TRPV1 dos nociceptores causando o aumento da

sensibilidade a estimulos térmicos (Ebbinghaus et al., 2012).

Apos a resolucédo da resposta imune, a dor tende a diminuir. Entretanto, em alguns casos
em que a inflamagao n&o é resolvida imediatamente ou mesmo ap6s a cura da lesdo desencadeadora
da inflamacao, tém-se um estado prolongado de hipersensibilidade denominado de dor cronica. Tal
fato é dependente da plasticidade do sistema nervoso associada as alteracdes de pds-traducédo e
alteracOes dependentes da transcricdo que resultam, em ultima estdncia, na modificagdo da via

nociceptiva (Ronchetti et al., 2017).

Dentre as dores classificadas como dor cronica, encontra-se a neuropatia. Ela acomete
uma vasta porcentagem da populacdo mundial, tendo parte dela representada por pacientes em
tratamento de cancer (Jensen et al., 2011; Seretny et al., 2014). Nesta categoria, 0s quimioterapicos
promovem lesdes que abrangem todo o eixo neurossensorial da dor causando um desequilibrio do
sistema nervoso (Yan Li et al., 2018; Meacham et al., 2017). Estimulos sensoriais sao interpretados
de maneira incorreta, o que pode acarretar em sensagdes dolorosas espontaneamente (Meacham et
al., 2017). Os tratamentos utilizados atualmente para a resolucdo da dor neuropética sdo
frequentemente ineficazes por apresentarem, em sua maioria, alvos inespecificos além de resultar
em efeitos colaterais que prejudicam significativamente a qualidade de vida dos pacientes
(Finnerup et al., 2015). Ainda ndo estdo totalmente claro os mecanismos envolvidos no
desenvolvimento da dor neuropética, o que limita as estratégias terapéuticas (Yan Li et al., 2018).

Dentre as drogas quimioterdpicas comumente utilizadas na clinica encontra-se o
Paclitaxel. Este composto atua primordialmente sobre as unidades dos microtabulos das células,
impedindo a formacéo do fuso e interrompendo a divisédo celular (Gornstein & Schwarz, 2014). No
entanto, os pacientes em tratamento com Paclitaxel relatam dorméncia, formigamento, dor
espontanea e dor provocada por estimulos mecanicos e frios, em suas maos e pés (Dougherty et al.,
2004). Dados recentes demostraram que a neuropatia periférica induzida por Paclitaxel pode
persistir por meses ou anos apo6s o término do tratamento e afeta de 44% a 98% dos pacientes
(Dougherty et al., 2004; Seretny et al., 2014).

1.3. Ganglio sensorial

Os principais locais em que a dor pode ser modulada antes de ser transmitida para a medula
e retransmitida as regides corticais no SNC sdo os ganglios sensoriais. Nos ultimos anos, essa

estrutura tem se destacado como um importante sitio de processamento de informagdes sensoriais
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e, por esse motivo, é foco de interesse em varias pesquisas na area de dor (Berta et al., 2017; Lemes
et al., 2018; Neves et al., 2020; Pagliusi et al., 2020).

Os corpos ou soma dos neurdnios sensoriais primarios estdo localizados no ganglio
trigeminal (GT) ou ganglio da raiz dorsal (GRD). Ambos fazem parte do sistema nervoso periférico
(SNP) e participam da transducéo do estimulo nocivo. O GT esté localizado na base do cranio e
apresenta a maioria dos neurdnios sensoriais que inervam a cabeca, face e dentes. Suas projecdes
se encaminham para o tronco encefalico ou para regides superiores da medula espinhal (Capra &
Dessem, 1993; Erzurumlu et al., 2010). Os GRDs estdo localizados perto da entrada das raizes
dorsais da medula espinhal e inervam a maior parte do corpo (tronco e membros). O ramo axonal
longo se estende para a periferia e forma terminacdes sensoriais na pele, muasculo, visceras e outros
orgdos. O ramo curto entra pelo corno dorsal da medula espinhal, onde realiza sinapse com

neurdnios de segunda ordem ou com interneurdnios (Lieberman, 1976).

Os corpos neuronais do GRD encontram-se envolvidos por uma camada de células
denominada de células satélites gliais (CSGs) que, em conjunto, formam uma bainha (ou envelope)
ao redor de cada neurdnio sensorial, resultando em unidades individuais (Hanani, 2005) (Figura 2).
Entre estas unidades pode ser encontrado uma estreita camada de tecido conjuntivo que é
majoritariamente observada em animais experimentais jovens. Na fase adulta, essas unidades
encontram-se separadas por outra camada de células gliais. O nimero de CSGs envolvendo cada
neurbnio esta relacionada com o volume do mesmo, que vai de encontro com uma das funcdes
primordiais exercida pela glia, o de suporte metabdlico. Porém, essa proporcdo pode ser alterada
sob determinadas condi¢Ges, como por exemplo durante uma lesdo do nervo (axotomia), em que,

0 numero de células satélites gliais ao redor do neur6nio lesado no GRD é aumentado

2.02¢®

significativamente (Hanani, 2005).

‘3>® A.W®

Figura 2: Ganglio da raiz dorsal. A- O GRD esta Iocallzado préximo ao corno dorsal da medula espinhal. Nele esta

presente o corpo celular do neurdnio sensorial. O ramo curto axonal se estende em direcdo ao corno dorsal da medula
e o ramo longo encaminha-se para a periferia. B- Em azul os corpos de neurdnios sensoriais envolvidos por um
envelope de células laminares denominadas de células satélites glias (representada em cor rosa).

Fonte: autoria prdpria, esquema realizado pelo site Biorender.
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As CSGs compartilham diversas caracteristicas com os astrocitos como a expresséo de
GFAP (Glial fibrillary acidic protein) e diversos transportadores para neurotransmissores (Hanani,
2005; Jasmin et al., 2010; Takeda et al., 2009). Entretanto, estudos ultraestruturais mostraram que
as CSGs apresentam morfologia laminar e sdo um tipo distinto de célula glial (Pannese, 1981). O
papel dessas células no ganglio vai além do suporte nutricional, estudos atuais demonstram que as
CSGs promovem a liberacdo de diversas moléculas capazes de ativar receptores neuronais,
facilitando e/ou aumentando sua despolarizacdo (Hanani, 2005). Tal fato comprova a participacéo

dessas células no processamento e modulacéo do sinal sensorial de dor.

Na maior parte do SNC as células neuronais sdo protegidas por uma barreira de células
endoteliais que em conjunto com os astrocitos e pericitos formam a barreira hematoencefalica. Essa
barreira semipermeavel previne que alguns solutos atravessem para 0 meio extracelular atingindo
os neurdnios do SNC. No génglio sensorial, entretanto, essa barreira ndo existe e com isso
substancias presentes na circulacdo sistémica podem atingir o ganglio sensorial (Arvidson, 1979;
Azzi et al., 1990). Esta caracteristica é favoravel para a elaboracdo de medicamentos com efeito
analgeésico, visto que, farmacos de acdo periférica podem atuar sobre as células do ganglio e
promover alivio do sintoma de dor sem interferir ou atuar sobre o sistema nervoso central. Isto
previne os efeitos colaterais causados pelos farmacos de acdo central, como ocorre com 0s

analgeésicos opioides: morfina, tramadol, fentanil, dentre outros.

Conforme mencionado, 0s neurdnios envolvidos na detecgédo do sinal de dor sdo do tipo
pseudounipolar. Em fun¢édo disso, conclui-se que ndo existam sinapses no interior do ganglio
sensorial onde esta presente o corpo neuronal. Todavia, as células satélites gliais bem como os
corpos dos nociceptores expressam uma variedade de receptores para neurotransmissores e
mediadores, inclusive para mediadores inflamatorios como IL-1B, TNF-a e prostaglandinas
(Dublin & Hanani, 2007; Hanani, 2005). Assim, supde-se uma transmissdo do tipo ndo-sinaptica

ocorrendo no GRD que participa na transducao do sinal nocivo (Devor, 1999).
1.4. Comunicacéo intercelular no ganglio sensorial

Embora os estudos de neurociéncia tenham focado na transmissao sinaptica, a transmissao
ndo-sinaptica corresponde também a um fendmeno importante e extremamente predominante no
sistema nervoso de mamiferos. Neste tipo de transmissdo, as moléculas sdo liberadas para o0 meio
extracelular de maneira rdpida podendo alcancar e agir sobre células adjacentes (secrecao
paracrina), ou ainda podem atuar sobre a prépria célula que liberou a molécula (secregédo autocrina)

(Carvalho et al., 2019). Em géanglios sensoriais, pelo fato de ndo apresentar sinapses, a transmissao
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ndo-sindptica é particularmente expressiva e € considerada o principal mecanismo de comunicagao
intercelular. Estudos atuais sugerem a acdo de neurotransmissores pela via ndo-sinaptica no
processamento do sinal nocivo, bem como na sensibilizacdo neuronal (Amir & Devor, 1996; Du et
al., 2017; Oh & Weinreich, 2002).

No génglio da raiz dorsal, 0 espaco entre os neurdnios e as células satélites é relativamente
estreito favorecendo a troca de moléculas. A comunicacdo neurénio-glia ocorre geralmente de
forma bidirecional, ou seja, moléculas liberadas pelo neurdnio sensorial atuam sobre as células
satélites circunvizinhas e 0 mesmo ocorre no sentido inverso (Gu et al., 2010; Suadicani et al.,
2010; Takeda et al., 2009). Existe também troca de moléculas entre células satélites de uma mesma
unidade ou de unidades vizinhas (Hanani, 2005). Frequentemente, se utiliza o termo cross-talk para

designar estes tipos de interacdo entre células.

No génglio sensorial ocorre também o fendmeno de cross-excitation, ou também chamado
de cross-depolarization, em gque, neurénios que nao sofreram nenhum tipo de lesdo ou interferéncia
passam a ser ativados. Devor e Wall em 1990 observaram que neurdnios do GRD séao
despolarizados quando neurdnios vizinhos sdo ativados, tal fato foi visto em modelo de lesdo do
nervo em animais. Posteriormente, outros trabalhos investigaram os mecanismos responsaveis por
este fendmeno de amplificacdo do sinal, e foi verificado a participacdo das juncdes comunicantes
(gap junctions) durante a difusdo do sinal sensorial de dor em ganglios sensoriais (Spray & Hanani,
2019). Esses canais conectam duas membranas de células opostas facilitando a continuidade
citoplasmatica e, portanto, permitindo a comunicagao entre elas. Em um trabalho com axotomia do
nervo ciatico foi observado o aumento da expressao de gap junctions entre as células satélites gliais
do GRD que favoreceu a diminuicao do limiar mecénico da pata dos animais (Pannese et al., 2003).
No modelo de nocicepcdo aguda induzido pela injecdo intraplantar de capsaicina e formalina, o
tratamento com o inibidor de gap junctions no GRD-L5, resultou na diminui¢do da resposta

nociceptiva em ambos os modelos de dor (Lemes et al., 2018).

Além da participacdo das gap junctions nos processos de comunicacgdo intercelular do
ganglio sensorial, diversas outras moléculas liberadas podem intermediar a comunicagédo neurdnio-
glia, glia-neurdnio e glia-glia, dentre elas: subtancia P, glutamato, CGRP, citocinas, endotelinas,
Oxido nitrico e ATP (Takeda et al., 2009). Fortes evidéncias sugrem a participacdo desses
mediadores em diferentes modelos de dor. No géanglio trigeminal, animais submetidos a inflamacéo
periférica apresentaram o aumento da liberacéo de subtancia P (Matsuka et al., 2001; Takeda et al.,
2005). Ja no modelo de dor crénica de constricdo do nervo ciatico (CCI) em ratos, houve um

aumento significativo da expressao de glutamato no GRD que resultou em consequéncias negativas
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sobre o limiar nociceptivo dos animais lesionados (Kung et al., 2013). Ainda, em modelo de dor
neuropaética, a inibicdo da producédo de 6xido nitrico reduziu a sensibilizagdo periférica dos animais
(Choi et al., 1996).

Nos ultimos anos, a molécula de ATP emergiu como o mediador protagonista da interagdo
entre neurdnios e células satélites nos ganglios sensoriais em processos que envolvem nocicepcao
e a hiperalgesia (Y. Chen et al., 2008; Huang et al., 2013; Suadicani et al., 2010). Em um trabalho
do nosso grupo de pesquisa, foi observada a liberacdo de ATP em culturas primarias do GRD
quando fibras neuronais do tipo C eram ativadas. Essa liberacdo resultou na ativacdo das células
satélites gliais (Lemes et al., 2018). Em um estudo de Zhang e colaboradores (2007), a estimulacéo
elétrica de neurbnios do GRD promoveu a liberacdo de ATP que atuou sobre as células satélites

gliais através da ativacdo de receptores P2X7.

1.5. Sinalizacdo mediada por ATP

A molécula de ATP (adenosina trifostato) € bem conhecida na biologia como uma fonte de
energia intracelular, no entanto, ja se sabe que seu papel vai além da funcdo energética. O ATP
atua nos espacos extracelulares como uma molécula sinalizadora participando de diversos
processos do sistema nervoso central e periférico (G. Burnstock, 1995). Apesar deste conceito
atualmente estar claro entre os estudiosos, a caracteristica do ATP como mediador de sinal demorou
a ser aceita pela comunidade cientifica. Foi a partir de 1970 que o pesquisador Burnstock
finalmente estabeleceu o estudo da transmissdo purinérgica (Dahl et al., 2015). Desde entdo, um
namero exponencial de estudos tem surgido sobre o papel do ATP como uma molécula sinalizadora
em condicdes fisioldgicas e patoldgicas como, por exemplo, elemento chave de doencas
inflamatdrias crénicas, doencas neuroldgicas e transtornos psiquiatricos (Abbracchio et al., 2006;
Cao et al., 2013; Makoto Tsuda et al., 2013).

No SNP, a molécula de ATP se mostra importante para sinalizacdo da dor. Foi visto que a
injecdo intraplantar de apmeATP em animais promove a excitacdo dos neurdnios sensoriais
primarios, comportamento espontaneo de dor, hiperalgesia térmica e alodinia mecéanica (Geoffrey
Burnstock, 2006; Hamilton et al., 1999; M. Tsuda et al., 2000). Em culturas primarias do GRD
foram encontrados estoques de ATP no interior de vesiculas que se localizavam proximas nas
margens do soma neuronal. Esses estoques foram observados predominantemente em neurénios de
pequeno e médio didmetro, ou seja, naqueles neurénios responsaveis pela transdugéo de estimulos
nocivos (Jung et al., 2013; Shin et al., 2012).
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Para que o ATP exerca seu papel sobre a célula-alvo é necessario que ele se ligue ao seu
receptor correspondente, 0s receptores purinérgicos. Esses receptores encontram-se
abundantemente expressos em diversos tipos celulares e séo classificados em 2 tipos, com base em
sua estrutura bioguimica, farmacologia e seu mecanismo de agédo (Lustig et al., 1993; Ralevic &
Burnstock, 1998). Os receptores ionotrépicos (P2X) sdo formados por subunidades individuais
codificadas por sete genes distintos, designados por P2X1 a P2X7 (North, 2002; Roberts et al.,
2006). Quando esses canais sao ativados pela ligagdo do ATP forma-se um poro permedavel a ions
Na*, K*, Ca®*. Ja os receptores metabotropicos (P2Y) encontram-se acoplados a proteinas Gi/G0
ou Gg/G11 e apresentam-se em 8 subtipos P2Y1, 2, 4, 6, 11, 12, 13 e 14 (Abbracchio et al., 2006).

Ambos o0s tipos de receptores purinérgicos sdo expressos nos ganglios sensoriais, sendo
encontrados no soma neuronal, células satélites e, também, nos terminais axonais de neurdnios do
GRD e células de Schwann (Grubb, 1999; Hanani, 2005; Kobayashi et al., 2005). Diversos
trabalhos tém mostrado a participagdo dos receptores P2X na sensibilizacdo de nociceptores e na
liberacdo de mediadores inflamatdrios (Ding et al., 2000; Oliveira et al., 2009; Prado et al., 2013).
Recentemente, um estudo demonstrou que os receptores P2X7 expressos nas células satélites gliais
do GRD séo importantes para o desenvolvimento da hiperalgesia inflamatoria periférica e para
liberacdo da citocina pré-inflamatéria IL-1p (Neves et al., 2020). O receptor P2X3 também se
destaca por participar em processos de dor e inflamacdo (Ambalavanar et al., 2005; Teixeira et al.,
2010).

Existem varias maneiras do ATP ser liberado para o meio extracelular no sistema nervoso,
dentre elas podemos destacar 4: 1. fusdo com a membrana; 2. mediado por canais; 3. exocitose e 4.
panexinas (Dahl, 2015). O primeiro mecanismo ocorre em condic@es patoldgicas onde ha a ruptura
da membrana da célula decorrente da morte celular programada (apoptose). Este processo pode
ocorrer em consequéncia de um trauma, lesdo, inflamacao severa ou até mesmo causado por uma
doenca neurodegenerativa. O segundo mecanismo refere-se ao envolvimento de canais de
membrana como as gap junctions. Foi visto que a inibicdo farmacoldgica desses canais reduz
significativamente a liberacdo de ATP para o meio extracelular (Fields & Ni, 2010). O terceiro
mecanismo ocorre frequentemente nos terminais pré-sinapticos onde o ATP é co-liberado com
neurotransmissores classicos, como a acetilcolina ou norepinefrina. Neste contexto, as moléculas
de ATP permanecem estocadas em vesiculas que sdo posteriormente liberadas pelo processo de
exocitose, 0 qual, é depende da entrada de ifons Ca?" As proteinas responsaveis pelo
empacotamento do ATP em vesiculas sdo denominadas de VNUT (transportador nucleotideo
vesicular) (Masuda et al., 2016).
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A liberagdo de ATP por exocitose ndo é exclusivo para sinapses, recentemente, foi
verificado a expressdo de VNUT no corpo de neurdnios sensoriais do ganglio da raiz dorsal (Jung
et al., 2013). A estimulacéo elétrica dos neurdnios do GRD promove a liberacdo de ATP através
da exocitose de vesiculas que é dependente de ions Ca?* (X. Zhang et al., 2007). Todavia, restam
poucas informacdes a respeito do papel da liberacdo de ATP pela via da exocitose em processos de
nocicepcdo e hiperalgesia periférica, é escasso os dados tanto in vivo e quanto in situ sobre este
assunto. O quarto mecanismo de liberacdo do ATP ocorre por meio de canais de membrana
chamados Panexinas (Dahl, 2015).

1.6. Panexinas

As panexinas sao uma familia de proteinas integrais de membrana expressa em vertebrados,
e que se encontra amplamente distribuida nos diferentes tipos celulares. Atualmente sdo conhecidos
trés membros: Panexinal (Panx1), Panexina2 (Panx2) e Panexina3 (Panx3). Esses canais possuem
quatro dominios transmembrana a-helicoidais, duas algas extracelulares com dois residuos de
cisteina e, uma alca intracelular. Na porcao voltada para o citoplasma apresenta-se um grupamento

terminal amino e carboxila (Penuela et al., 2013).

Esta familia de proteinas foi descoberta inicialmente por Panchin e colaboradores no ano
de 2000 devido a sua sequéncia homdloga com as proteinas gap junctions de invertebrados e por
compartilhar caracteristicas funcionais com as gap junctions de vertebrados. Por esse motivo, elas
foram inseridas dentro do grupo das conexinas (Penuela et al., 2013). Apesar de existir tais
semelhangas, as panexinas ndo formam um canal intercelular em membranas opostas, elas
constituem em um canal transmembrana unico (Sosinsky et al., 2011). No presente trabalho, o foco
de estudo foi a Panexina 1 (Panxl). Este canal estd expresso em diversos tecidos de ratos,
camundongos e humanos, podendo ser encontrado no coragdo, musculo esquelético, pele, pulméo
e figado. No sistema nervoso foi verificada a expressao de RNAm para Panx1 no cerebelo, cortex,
retina, hipocampo, bulbo olfatério, neurénios e células gliais (Baranova et al., 2004; Bruzzone et
al., 2003).

Os canais Panx1 podem ser ativados por meio de estimulagdo mecénica, célcio intracelular,
alta concentracdo de potéssio extracelular, ativagdo de receptores purinérgicos e pela ativagédo de
receptor glutamatérgico (NMDA) (Bao et al., 2004; Devor, 1999; Isakson & Thompson, 2014;
Santiago et al., 2011). Quando ele é ativado forma-se um poro na membrana permitindo a passagem
de pequenas moléculas, sendo a molécula de ATP a principal dentre elas. Esta liberacdo tem sido

associada com processos de sensibilizagcdo neuronal pelo fato de canais Panx1 estarem ligados aos
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componentes do inflamassoma (Locovei et al., 2006; Santiago et al., 2011; Silverman et al., 2009).
No sistema nervoso central, trabalhos recentes evidenciam a participagdo Panx1l em processos
patoldgicos como isquemia, neuroinflamacéo e epilepsia (Decosterd & Woolf, 2000; Silverman et
al., 2009; Thompson et al., 2006, 2008).

Fortes indicios tém destacado o papel de Panx1 também na sensibilizacdo periférica. No
trabalho de Zhang e colaboradores (2015) foi observado um aumento de expressao de Panx1 no
GRD em animais submetidos a lesdo do nervo, e isto contribuiu significativamente para 0 aumento
da sensibilidade mecénica na pata de ratos. No ganglio trigeminal, utilizando o modelo de dor
cronica orofacial, foi constatado o aumento da expressdo de Panxl em termos moleculares e
funcionais em camundongos tratados com CFA na pele submandibular. Com a delecdo genética
especifica para Panxl em neurdnios e, principalmente em células satélites, houve a reducéo
significativa da hipersensibilidade periférica, bem como a diminui¢do da liberagdo de ATP,
caspase-1 e IL-1p (Hanstein et al., 2016).

Os canais Panx1 também estdo fisicamente e funcionalmente associados aos receptores
purinérgicos. Em ensaios histolégicos de imunoprecipitacdo foi observada a co-localizacdo de
Panx1 com receptores P2X2, P2X3, P2X4 e P2X7 em diversos tipos de células (Dahl, 2015). Em
alguns trabalhos mostraram também que a associacdo Panx1-P2X7 exerce funcdo importante na

propagacao de ondas de calcio (Scemes et al., 2007) e inflamacdo (Pelegrin & Surprenant, 2009).

Conforme as informacdes descritas até este agora, foi possivel constatar que a sinalizacao
de ATP pela via ndo-sinaptica exerce influéncia sobre a transmissdo e modulacédo do sinal sensorial
de dor. No entanto, existem poucos trabalhos que abordam os mecanismos de liberacdo de ATP no
GRD e o impacto deste processo sobre a sensibilizagcdo neuronal. Dessa maneira, o presente estudo
apresenta elevada importancia para a pesquisa basica e clinica, pois, fornece informacoes

moleculares relevantes para a elaboracdo de novos alvos farmacol6gicos para o tratamento da dor.
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2. OBJETIVO GERAL

Compreender o papel do ATP liberado pelos canais Panexinal e pela exocitose de vesiculas,

no ganglio da raiz dorsal, sobre o desenvolvimento da hiperalgesia inflamatdria, neuropética e sobre a

nocicepc¢do aguda de fibras C.

3. OBJETIVOS ESPECIFICOS

v

Estudar a distribuicdo dos estoques de ATP nos diferentes tipos de celulares do ganglio da
raiz dorsal.

Estudar a localizac¢do de canais Panx1 no GRD (L5) e a co-localizagdo com ATP.
Quantificar o ATP extracelular de células do GRD pré-tratadas com o inibidor de canais Panx1
e de exocitose sob a estimulagdo com KCI, Capsaicina, PGE; e I1L-1p.

Avaliar a participacdo de Panxl1 na hiperalgesia inflamatéria periférica induzida pela
carragenina, PGE: e, na nocicepg&o induzida pela capsaicina, utilizando animais Panx1-KO
ou por meio da inibigdo farmacolégica no GRD (L5).

Analisar a expressao da proteina Panx1 em culturas priméarias do GRD tratadas com PGE>.
Avaliar a participacdo da exocitose de vesiculas no modelo de hiperalgesia inflamatéria
periférica induzida carragenina, PGE>, IL-1p e, na nocicepgéo induzida por capsaicina, por
meio da inibicdo farmacolégica no GRD (L5).

Auvaliar a inibigdo conjunta de canais Panx1 e da exocitose de vesiculas, no GRD, sobre o
modelo da carragenina, PGE; e capsaicina.

Avaliar a participacdo dos canais Panx1 no desenvolvimento da neuropatia induzida pelo

quimioterapico Paclitaxel utilizando animais Panx1-KO.

4. MATERIAL E METODOS

4.1. Animais

Para a realizagéo dos experimentos foram utilizados ratos e camundongos. Os ratos foram

adquiridos com quatro semanas de idade pelo CEMIB da Universidade Estadual de Campinas —

UNICAMP. Até o inicio dos testes, os ratos foram mantidos no biotério do Laboratério de Estudos

da dor (Departamento de Biologia Funcional e Estrutural) em salas com temperatura e

luminosidade controladas e, acesso livre a agua e racéo. Para 0s experimentos in vivo, in situ e in

vitro foram utilizados ratos adultos machos da espécie Wistar com idade entre 6 a 7 semanas e,

peso aproximadamente de 200-250 gramas. Os procedimentos experimentais foram analisados e



30

aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais - CEUA/UNICAMP n° 4566-1/2017, 4566-
1(A)/2017 (Anexo 1 e Anexo 2).

Os camundongos foram adquiridos durante a realizacdo do estagio no Exterior BEPE-
2019/15255-0 (Anexo 4) na faculdade Albert Einstein College of Medicine, de Nova lorque,
Estados Unidos da América. Foram usados camundongos transgénicos homozigotos com dele¢édo
global de Panexinal (Panx1!Ma(KOMPIWiy Esta |inhagem foi gerada pela KOMP (Knockout Mouse
Project) utilizando animais C57BL/6 com inser¢do de um “cassete” no primeiro intron de Panx1.
Esta sequéncia foi designada para gerar um alelo nulo para Panx1 através de um splicing o que
resulta na interrupcédo da expressao do RNA mensageiro para Panx1 (Hanstein et al., 2013). Nestes
animais, a delecao do canal ocorre em todos os tipos celulares. Os animais usados como controle
dos experimentos foram os camundongos C57BL/6 selvagens (wildtype) que ndo apresentavam
nenhuma alteracdo genética. A genotipagem da progénie dos animais foi realizada pelo PCR da

cauda usando os primers especificos (Santiago et al., 2011).

Para 0s ensaios comportamentais e para as culturas de células do ganglio da raiz dorsal foram
utilizados camundongos machos ou fémeas (KO e/ou WT) com peso aproximadamente de 35-45
g. Todos os estudos utilizaram protocolos aprovados pelo Institutional Animal Care and Use
Committee IACUC - Protocolo 00001131 (Anexo 3).

4.2. Drogas utilizadas
e 1%anx (Tocris - 3348) - peptideo inibidor de Panexinal.
e Capsaicina (Sigma - M2028) - agonista de TRPV1.
e |L-1B (R&D System) -> citocina.
e Paclitaxel (Cayman - 33069-62-4) - quimioterapico.
e PGE; (Sigma - P5640) - eicosanoide do grupo das prostaglandinas.
e Quinacrine (Cayman - 15041) - marcador fluorescente de estoques de ATP.
e Vacuolin-1 (Cayman - 351986-85-) = inibidor de exocitose.
e )-Carragenina (Sigma - 9064-57-7) -> polissacarideo para indugdo de dor

inflamatoria.



4.3. Anticorpos utilizados

31

Anticorpo primario

Anticorpo secundario

Anti-TRPV1 (R&D System); AF3066; Goat; Policlonal

Anti-goat (Thermofischer); A11058; Donkey;

Policlonal; 594-Vermelho

Anti-NF200 (SIGMA); SAB420081; Mouse; Monoclonal

Anti-mouse (Life tech.); A10036; Donkey;
Policlonal; 546-Vermelho)

Anti-Panx1 (Alomone); ACC234; Rabbit; Policlonal

Anti-rabbit (Invitrogen); A21207; Donkey;
Policlonal; 594-Vermelho)

4.4. Delineamento experimental

g —

Wistar
Machos

CEUA - 4566-1/2017;
4566-1(A)/2017

Quin GRD (L5)

NF200/TRPV

—> | Imunofluorescéncia

ATP extracelular

KCl, Caps, PGE,, IL-1B —> | Luciferin/Luciferase

D
C57/BL

Machos e Fémeas

IACUC - 00001131

1%Panx e/ou Vac-1

Cg, PGEZ, Caps, IL-1B N

(i.pl.)

von Frey eletrénico

tm1a(KOMP)Wtsi

Panx1
(Panx1 - KO)

Selvagens
(WT)

Cg, PGE,, Caps :
(i.pl.) (ip.)

Paclitaxel S

von Frey eletrénico

In situ
In vitro Cultura do GRDs
In vivo
(i.gl. L5)
In vivo KO -WT
In vitro

Cultura do GRDs (WT)

PGE

ih e 3h

Expresséo

—> | Western Blot
Panx1

4.5. Ensaio de marcacéo intracelular de ATP e Imunofluorescéncia

Primeiramente, para avaliar a presenca de vesiculas contendo ATP no ganglio da raiz dorsal

de ratos, foi utilizado o indicador fluorescente Quinacrine, o qual foi injetado nos ratos por meio

da injecdo intratecal (i.t) na concentracdo de 100 uM (protocolo adaptado de Belai e Burnstock,

1994). Esta via de administracdo permite a inoculagéo de drogas sobre canal da medula espinhal,

dentro do espaco subaracndideo. Para a realizacdo da injecdo i.t., os animais foram anestesiados

por inalacdo de isoflurano (2,5%), tricotomizados na regido dorsal e posicionados em decubito

ventral. Utilizando uma agulha hipodérmica (26G - 0,45 x 13 mm) foi feita uma insercdo sobre
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espaco subaracnoideo na regido mediana entre as vértebras L5 e L6. O reflexo da cauda indica o
local correto da injecdo. Imediatamente apds o reflexo, foi injetado o volume de 10 pl de solucgéo
de Quinacrine. A escolha desta via de administracdo se deve a sua distribuicao, esta injecdo permite

que a droga atinja o ganglio da raiz dorsal L5 de ambos os lados, direito e esquerdo.

Posteriormente, os animais foram eutanasiados e os ganglios coletados. As amostras foram
colocadas em PFA 4% por 24 horas. No dia seguinte, os ganglios foram imersos em “tissue-tek” e
cortadas em criostato (cortes de 14 um). As laminas contendo os cssortes do GRDs (L5) seguiram
para o protocolo convencional de imunofluorescéncia: bloqueio com BSA 2%, incubagdo com
anticorpo primario overnight e incubagdo com anticorpo secundério. Foram feitas 3 diferentes
marcacdes moleculares, receptores TRPV1 (marcacdo para neurbnios de pequeno diametro),
NF200 (marcacdo para neurénios médios e grandes) e canais Panx1 (Panexinal). Os anticorpos
primarios utilizados foram: anti-TRPV1(1:200, goat policlonal; R&D System), anti-NF200 (1:600,
mouse, policlonal; SIGMA) e anti-Panx1 (1:300, rabbit policlonal; Alomone). Os anticorpos

secundarios foram: anti-goat 594, anti-mouse 546, anti-rabbit 594.

4.6. Cultura primaria do ganglio da raiz dorsal

As culturas primarias do GRD foram realizadas conforme protocolo descrito por Linhart e
colaboradores (2003). Os ratos ou camundongos WT foram anestesiados com 2.5% de Isofurano
e, em seguida eutanasiados por decapitacdo. Os ganglios da raiz dorsal da regido lombar e toracica
foram removidos (16 a 20 ganglios por animal), dissecados e colocados em solucdo salina de
Hank’s estéril com 10 mM de tampao HEPES. As células foram entdo dissociadas por incubagéo
em solucgéo colagenase 0,5 % a 37°C por 60 minutos e, depois, por 10 minutos em solu¢do Hank’s
contendo 0,1 % de tripsina. Apos a dissociacdo enzimatica, os ganglios foram lavados em meio
DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino, 2 mM de glutamina, 50 U/ml de penicilina,
50 mg/ml de streptomicina. Em seguida, as células foram dissociadas mecanicamente com uma
pipeta de vidro e cultivadas em placas (96 ou 12 pocos) cobertas com Poly-D-Lisina e Laminina.
As culturas foram mantidas por 48 horas em estufa a 5% CO (37 °C) em meio DMEM
suplementado com 10% de SFB, com troca do meio de cultivo a cada 24 horas. As culturas
provenientes dos camundongos WT foram usadas para tratamento in vitro de PGE: e realizagéo do
Western Blot. Ja as células do GRD provenientes de ratos foram usadas para o ensaio de
quantificacdo extracelular de ATP e para o ensaio de viabilidade celular (MTT).

4.7. Quantificacdo de ATP extracelular em culturas primarias do GRD
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Os ensaios de quantificacdo de ATP foram realizados em colabora¢do com o Laboratorio
de Bioenergética e de Neurodegeneracdo Experimental da Faculdade de Ciéncias Médicas da
UNICAMP, com auxilio do professor Dr. Roger Castilho e da Dra. Juliana Ruas. Em nosso estudo
utilizamos o kit de quantificacdo de ATP CellTiter-Glo@ Luminescent Cell Viability Assay
(G7570-Promega). Esse método permite a quantificacdo de moléculas de ATP por meio da reagédo
Luciferin-luciferase. A reacao resulta na emissdo de luz que € proporcional ao nimero de moléculas
de ATP. Para a normalizacdo dos dados é usado uma curva padrdo de ATP (0, 50, 100, 200, 500,
1000, 2000 nM).

As celulas do GRD de ratos foram tratadas com Capsaicina (5 uM) e KCI (50 mM) por 2
minutos; IL-1B (0,1 pg/ul) por 3 horas; ou PGE2 (3 uM) por 5 minutos. O inibidor de canais Panx1
(*°Panx, 100 pM) e o inibidor de exocitose (Vacuolin-1, 30 pM) também foram aplicados as células
previamente aos estimulos mencionados. A incubacdo com os inibidores teve duracdo de 20
minutos, a 37 °C. Apdés o periodo dos tratamentos, utilizando uma pipeta multicanal, os
sobrenadantes da cultura de todos os grupos foram transferidos ao mesmo tempo para a placa de
leitura (greiner-bio-one 655083) que continha 50 pl do reagente Glo (reagente responsavel pela
reacdo Luciferin-luciferase). A placa foi mantida no escuro durante 15 minutos e posteriormente
encaminhada ao para a leitura no equipamento Luminometer Microplate Reader (SpectraMax).
Foram realizadas leituras antes da estimulacdo e ap6s a estimulacdo de cada poco. Ao final do
ensaio, foi feita uma leitura adicional para avaliacdo do ADP. Nesta Ultima etapa foi adicionado a
cada amostras 50 pl do mix: NDK (10 U/mL, Sigma) mais dCTP (100 pM, invitrogen). O mix
fornece o fosfato ao ADP presente nas amostras, convertendo-o em ATP. Sendo assim, os dados
apresentados referem-se ao ATP extracelular total liberado pelas células do ganglio da raiz dorsal
(ATP + ADP) nas diferentes condi¢bes avaliadas. Vale ressaltar que todos as substancias
administradas na cultura foram diluidas em meio Buffer (NaCl 152 mM; KCI 2 mM; CaCl, 2 mM,;
MgCl2 1 mM; HEPES 10 mM; glicose 10 mM) para manter a sobrevivéncia das células durante

todo o experimento.

Ap0s a coleta dos sobrenadantes, 0s pogos contendo as celulas foram lavados 2x com meio
e mantidos banhados com DMEM na estufa até o término do experimento. Entdo, as celulas
aderidas na placa foram removidas e tiveram sua proteina extraida, utilizando tampéo RIPPA e
coquetel de inibidores de protease. A quantificacdo da proteina foi feita pelo método de Bradford

(Ernst & Zor, 2010), e os dados foram usados para a normalizagéo final do resultado.
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4.8. Ensaio de Viabilidade Celular

Para certificar de que os tratamentos utilizados no ensaio de quantificacdo de ATP nas
culturas do GRD néo estariam afetando a viabilidade celular, realizamos o ensaio de MTT
(Mosmann, 1983; Prabst et al., 2017). Este ensaio avalia a atividade metabdlica celular como um
indicador de viabilidade celular, proliferacdo e citotoxicidade, baseado na redugdo de um sal de
tetrazolio amarelo (brometo de 3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetraz6lio ou MTT) a cristais
roxos de formazan. As células metabolicamente ativas contém enzimas oxidorredutase dependentes
de NADPH que reduzem o MTT a formazan (Berridge & Tan, 1993). A solucgéo colorida resultante

desta reacédo é quantificada pela absorbancia (540 nm).

Em nosso ensaio de MTT utilizamos culturas primarias do GRD de ratos de 48 horas,
conforme protocolo ja descrito anteriormente. As células foram colocadas em placa de 96 pocos,
sendo 10.000 células plaqueadas por poco. Os tratamentos foram realizados separadamente: IL-1§
0.1 pg/ul por 3 horas e KCI 50 mM por 2 minutos. Pogos para controle negativo (tratamento com

DMSO) e controle positivo (Buffer) também foram executados para anélise final do resultado.

4.9. Extracdo de proteina e Western Blot

As culturas primarias do GRD de camundongos (selvagens) foram submetidas ao
tratamento in vitro de PGE2 (5 uM) por 1 ou 3 horas, ou seu veiculo (DMEM). O intuito deste
ensaio foi avaliar se o tratamento com PGE>2 em células do GRD causaria alteragdes na expresséo

de canais Panx1 nas células.

Apds cada tratamento, os pogos foram lavados 2x e adicionou-se 50 pl de tampdo lise para
realizar a remocao das células da placa. A dissociacdo completa foi feita pelo sonicador (2 ciclos/5
segundos). Em seguida, foi feita a quantificacdo da proteina de cada amostra pelo Kit de
quantificacdo de proteina BCA. As amostras de culturas do GRD foram, entéo, separadas por
eletroforese em gel acrilamida SDS-PAGE 10% e transferidas para a membrana de nitrocelulose.
Apbs bloqueio (leite desnatado 2%, Sigma), a membrana foi incubada com o anticorpo policlonal
Rabbit anti-Panx1 (ThermoFisher, Rockford, IL USA) na concentracdo de 1:200, overnight. No
dia seguinte, a membrana foi incubada com o anticorpo secundario e revelada no

fotodocumentador.
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4.10.  Inoculacdo de drogas pelo método de injecdo direta no ganglio L5 de ratos

Para a inoculacdo de drogas no GRD de ratos foi utilizado o método de injecdo direta
previamente descrita por Ferrari e colaboradores (2007). Este método permite verificar o efeito de
drogas ou agentes apenas sobre 0s neurdnios nociceptivos primarios e células satélites no sistema
nervoso periférico, eliminando a agao de neurénios medulares (secundérios). A injegdo € realizada
no interior do ganglio da raiz dorsal referente a vértebra lombar 5 (L5-direita) onde possuem a
maioria dos corpos celulares de neurdnios nociceptivos primarios que inervam a porcao central da

pata, local onde foram administrados os agentes quimicos para inducao da dor.

Para a realizacdo da injecdo intraganglionar (i.gl.), os animais foram anestesiados por via
inalatéria com isoflurano (2,5%), tricotomizados na regido dorsal na altura das cristas iliacas e
posicionados em decubito ventral sobre um cilindro, de modo que sua regido lombar fique
hiperfletida. A 1,5 cm lateralmente a coluna vertebral, cerca de 0,5 cm em dire¢do caudal, a uma
linha imaginaria passando pelas bordas rostrais das cristas iliacas, foi inserida uma céanula-guia
(agulha hipodérmica) com o objetivo de facilitar a penetracdo da agulha gengival na pele dos
animais. A agulha gengival foi entdo inserida através da canula-guia, em direcdo ao espaco
intervertebral entre a quinta e a sexta vértebra lombar, até que o processo dsseo lateral vertebral
seja atingido. Com movimentos finos a agulha atinge 0 GRD-L5 direito e, assim, ocorre um reflexo
caracteristico da pata ipsilateral, indicando a penetracdo da ponta da agulha no ganglio da raiz
dorsal do quinto nervo espinhal lombar (Figura 3). Ap6s encontrar o local desejado, foi injetado o
volume de 5 pl de solugéo de °Panx (inibidor de canais Panx1) e/ou de Vacuolin-1 (bloqueador de
exocitose vesicular). Foram utilizadas diferentes concentracbes visando avaliar o efeito anti-
hiperalgésico méaximo das drogas. Para '°Panx as concentracdes foram: 30, 50, 100, 500 pM
(diluida em Salina) e para Vacuolin-1 foram: 1, 15, 30, 50, 100 uM (diluido em Salina + 0,1 %
DMSO). As doses foram definidas conforme trabalhos anteriores (Y. Zhang et al., 2015; Zou et
al., 2015). O procedimento total para cada administracdo teve duracdo de aproximadamente 10 a

15 min até a recuperacdo do estado consciente dos ratos.

Apo6s 30 minutos da injecdo intraganglionar, os animais receberam a injecéo intraplantar
(pata traseira direita) de carragenina, PGEz, IL-1 ou capsaicina. Em seguida, foram direcionados

ao equipamento von Frey eletrdnico para avali¢do do limiar mecénico da pata traseira.
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Figura 3: Método de injecdo intraganglionar (i.gl.). A- Material utilizado para a realizagéo da injegdo no GRD-L5:
agulha gengival-cateter-valvula triway-seringa de vidro B- Rato sob anestesia recebendo a droga via i.gl. (ganglio L5-

direito). Fonte: autoria prépria.

4.11. Injecdo intraplantar de drogas

A injecdo intraplantar (i.pl) consiste na administracdo de drogas no tecido intradérmico da
regido plantar central da pata de animais. Essa regido é escolhida para inducdo de estimulos
dolorosos pois ela possui as terminagdes nervosas de neurdnios nociceptivos advindos do ganglio

da raiz dorsal (majoritariamente de L4, L5, L6).

Nesse trabalho foram usados 4 agentes quimicos para inducdo do estimulo doloroso
periférico: A-carragenina - Cg (diluido em salina), Prostaglandina E2 - PGE> (diluido salina +
2% etanol), Interleucina 1 beta - IL-1B (diluido em salina) e Capsaicina - Caps (inicialmente
diluida em 10 mM de etanol e posteriormente diluida em solucdo salina). Em nosso estudo, a
carragenina foi injetada na pata direita traseira na concentra¢do de 100 pg/50 pl para ratos (Cunha
et al., 2008) e 100 pg/25 pl para camundongos (Henriques et al., 1987). A concentracéo de PGE:
injetada na pata traseira dos ratos de foi de 100 ng/50 ul e nos camundongos de 90 ng/25 ul
(Villarreal et al., 2009). E concentracdo da citocina IL-1p usada para injegao intraplantar em ratos
foi de 1.0 pg/ul (Neves et al., 2020).

Para o teste da capsaicina, a concentracdo utilizada em camundongos foi de 10 pg/25 pl e
de ratos 10 pg/50 pl. A avaliagdo comportamental desses animais foi realizada por um periodo total
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de 5 minutos, sendo registrado como resposta nociceptiva o numero de sacudidas (flinches) e de
lambidas na pata tratada (Lemes et al., 2018).

4.12. Modelo animal de neuropatia induzida por Paclitaxel

Para a inducdo da neuropatia por quimioterapico em camundongos (Panx1-KO e WT)
utilizamos dois protocolos: agudo, 1 Unica dose e cronico, 4 doses (adaptado de Atas et al., 2006).
No protocolo agudo foi realizada uma Unica administracdo, em fémeas e machos, pela via
intraperitoneal (i.p.) de 2 mg/kg de paclitaxel ou veiculo (Salina + DMSO 0.1%) sendo o volume
final 1 ml. No protocolo crénico, camundongos fémeas receberam 4 injecdes sistémicas de
paclitaxel 2 mg/kg (i.p.) ou veiculo (Salina + DMSO 0.1%), em dias alternados (dias 1, 3, 5 e 7).
Em ambos os grupos de animais foi avaliado o limiar mecanico da pata direita e esquerda pelo teste

de von Frey eletronico.

4.13. Teste do limiar nociceptivo mecéanico da pata: von Frey eletronico

A avaliacao da hiperalgesia mecéanica na pata traseira dos animais foi realizada pelo método
de von Frey eletronico previamente descrito por Vivancos e colaboradores (2004). Este método
utiliza o analgesimetro eletronico que é composto por um transdutor de pressdo ligado a um cabo
e conectado a um detector digital de forca, o qual é expressa em gramas. Ao transdutor é adaptada
uma ponteira Universal Tips 10 pL (T-300, Axygen) que € aplicada em angulo reto na regido central
da pata traseira do animal, com pressdo gradualmente crescente. O estimulo € interrompido ap6s a
observacdo caracteristica de retirada da pata ou Flinch (Figura 4). Foram utilizados o von Frey
eletronico das companhias Insight® e Bioseb.

Para cada animal foram feitas trés medicGes por pata, em cada tempo avaliado. A
intensidade de hiperalgesia foi quantificada como a variagdo na presséo (A de reacdo em gramas)
obtida subtraindo-se o valor observado antes do procedimento experimental (O hora) do valor de
reacdo (apos a administragdo/tratamento). Durante 0s experimentos, 0s animais foram mantidos em
caixas acrilicas, com assoalho formado por uma rede de malhas de arame. Para a adaptagédo do

ambiente eles permanecem nas caixas por quarenta minutos antes da medi¢éo da pata.

Para o grupo de ratos tratados com a carragenina (100 pg/50 pl) ou veiculo (NaCl 0,9%)
foram realizadas medidas nos tempos 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6 e 24 horas ap0s a injecdo. Nos camundongos
submetidos ao mesmo tratamento (Cg-100 pg/25 ul) realizaram-se medigdes em 0, 1, 2, 3,4 e 5
horas apos a injecdo intraplantar. Para o modelo de hiperalgesia mecénica induzida por PGE; (ratos

e camundongos) e IL-1p (apenas ratos), o von Frey foi realizado no tempo basal, antes de qualquer
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tratamento e, 3 horas apds a injecdo intraplantar dos agentes. No grupo experimental paclitaxel, o
qual foi realizado apenas em camundongos, a avaliacdo do limiar mecénico da pata foi feita no
tempo basal, 1, 3, 5, 7 horas para o protocolo agudo e no protocolo crénico o von Frey foi realizado

por um periodo total de 21 dias.

Figura 4: Teste de avaliacdo do limiar mecanico da pata: von Frey eletrénico. A- Experimentador realizando a
estimulacdo mecénica na regido central da pata do camundongo. B- Foto aproximada da ponteira em contato com a
pata do animal. C- Analgesimetro digital que registra a forca em gramas aplicada pela ponteira. D- Caixas acrilicas

onde sdo colocados o0s animais para as medi¢des do limiar mecénico da pata. Fonte: autoria prépria.

4.14. Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média * erro padrdo da média (e.p.m.). Nos ensaios
comportamentais de dor, a analise foi realizada pelo teste ANOVA de uma via ou duas vias seguida
do teste de multiplas comparag6es Tukey, conforme o nimero de parametros comparados para cada
experimento. Para as analises dos ensaios in vitro foi utilizado o Teste t. Os graficos e as avaliacdes
estatisticas de todos os dados foram realizados pelo software GraphPad Prism 8.0, tendo como
nivel de significancia p<0,05.
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5. RESULTADOS
5.1. Células do GRD apresentam estoques vesiculares de ATP

O objetivo deste ensaio foi investigar a localizacdo dos estoques de ATP nas diferentes
células presentes no ganglio da raiz dorsal. Inicialmente, avaliamos a localizacdo citoplasmatica da

marcagdo por Quinacrine (indicador fluorescente de ATP) nos corpos de neurbnios sensoriais.

As imagens obtidas em microscopia confocal demonstraram a presenca de ATP em regides
proximas ao nucleo celular dos neurénios (Figura 5, setas brancas) e adjacentes a sua membrana
plasmaética (Figura 5, setas amarelas). Esta proximidade com a membrana indica que o0 ATP é uma
forte candidata a molécula sinalizadora no ambiente extracelular do GRD. O mesmo indicio é
observado em relacdo as células gliais. Nessas células verifica-se uma evidente marcacao de Quin
por todo citoplasma, reafirmando a possivel participacdo das células gliais na comunicagdo
intercelular do GRD mediada por liberacdo de ATP (Figura 5, cabega de setas). A identificacdo de
neurdnios e células gliais em cortes histologicos é feita pelo formato do nudcleo, os neurdnios
apresentam o ndcleo arredondado e o corpo celular de tamanho relativamente grande quando se

comparado as células gliais, de calibre bem melhor e com morfologia celular alongada/delgada.

10 pm 10 pm

10 pm

Figura 5: Neurdnios e células gliais do GRD possuem estoques de ATP. A- Marcac¢do por Quinacrine. As setas
brancas indicam a presencga de ATP distribuido pelo citoplasma do corpo celular de neurdnios sensoriais e, a cabeca
de seta indica ATP no citoplasma de células gliais. As setas amarelas referem-se a marcacdo de Quin localizadas
préximas a membrana plasmética dos neurénios. B- Marcacéo nuclear por DAPI. Nucleos maiores referem-se aos
neurdnios sensoriais e ncleos menores e alongados referem-se as células gliais. C- Merge da marcagdao Quin/DAPI.

Foto retirada em microscopia confocal na objetiva de 100x, GRD-L5 provenientes de ratos machos naive.
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Trabalhos anteriores evidenciam o papel de Panxl como canal liberador de ATP em
diversos tipos celulares (Dahl, 2015). Visando a confirmacao desta fungéo no ganglio da raiz dorsal,
analisamos a expressao de canais Panx1 nos cortes histologicos do GRD-L5 previamente marcados
com Quinacrine. Em nosso ensaio, as células neuronais e ndo neuronais do GRD expressaram
marcagdo para Panx1 e, em algumas localidades, ocorreram co-marcag¢des com Quinacrine (Figura
6A e Figura 6D). Esta co-localizacdo sugere uma relagdo entre os canais Panx1l expressos nas

células do GRD com as moléculas de ATP.

10 pm

Figura 6: Canais Panx1 sdo co-localizados com estoques intracelulares de ATP no GRD-L5. A- Expressao de
Panx1 em vermelho. As setas indicam a marcagao de Panx1 nos corpos celulares de neurdnios. B- Marcagéo por Quin.
Presenca de estoques de ATP no corpo celular de neurénios (pontos verdes fluorescentes indicados pelas setas). C-
Marcacdo do nucleo por DAPI. D- Merge da marcagdo Quin/Panx1/DAPI. Células Panx1* se co-localizam com a
marcacao dos estoques de ATP. Foto retirada em microscopia confocal, objetiva de 40x, GRD-L5 provenientes de

ratos machos naive.

Posteriormente, visando identificar os estoques de ATP nos diferentes tipos de neurdnios
sensoriais do GRD, realizamos a imunomarcacdo de TRPV1 para detec¢édo de neurdnio do tipo C,
e de NF200 para os neurdnios do tipo A. Em nossas analises, observou-se co-marcacao de células
Quin*/TRPV1" e Quin*/NF200" (Figura 7D e Figura 8D). Deste modo, ambos 0s tipos de neur6nios
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sensoriais, mielinizados e ndo mielinizados, possuem estoques de ATP que podem ser liberados

como molécula sinalizadora dentro do GRD.

10 pym

10 pm

Figura 7: TRPV1 é co-marcado com células Quin+ do GRD-L5. A- Marcacdo em vermelho de TRPV1, corpos
neuronais do tipo C. B- Marcacdo por Quin. Presenca de estoques de ATP no corpo celular de neurdnios (pontos verdes
fluorescentes indicados pelas setas). C- Marcagdo do nicleo por DAPI. Nicleos maiores representam as células
neuronais, nucleos menores e alongados referem-se as células gliais. D- Merge da marcacdo Quin/TRPV1/DAPI.
Células TRPV1* se co-localizam com a marcacdo dos estoques de ATP. Foto retirada em microscopia confocal,

objetiva de 40x, GRD-L5 provenientes de ratos machos naive.
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10 pm

Figura 8: NF200 é co-localizado com células Quin* no GRD-L5. A- Marcacdo em vermelho de NF200, corpos
neuronais do tipo A. As células marcadas encontram-se indicadas pela seta. B- Marcagdo por Quin. Presenga de
estoques de ATP no corpo celular do neurdnio (setas). C- Marcagdo por DAPI. Nucleos maiores representam as
células neuronais, nucleos menores e alongados referem-se as células gliais. D- Merge da marcagao
Quin/NF200/DAPI. Algumas células NF200* se co-localizam com a marcagdo Quin*. Foto retirada em microscopia

confocal, objetiva de 40x, GRD-L5 provenientes de ratos machos naive.

5.2. ATP é liberado pelas células do GRD sob determinadas condigdes

Com intuito de uma avaliacdo mais concreta sobre a liberagdo de ATP pelas células do
GRD, realizamos diferentes estimulagdes in vitro sobre as culturas primérias do GRD e, em
seguida, quantificamos os niveis extracelulares de ATP através do ensaio de luminescéncia dado

pela reacdo Luciferin/luciferase.

O tratamento agudo com a solucdo de KCI (50 mM) nas células promove um aumento
significativo da liberagdo de ATP para 0 meio extracelular em comparagdo ao grupo néo tratado

(Figura 9A). Este aumento foi significativamente reduzido com o tratamento prévio do inibidor de
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exocitose Vac-1 (30 pM), mas ndo com o bloqueador de canais Panx1, 1°Panx 100 uM (Figura 9B
e Figura 9C). Este dado indica que a liberagdo de ATP pelas células do GRD induzido pelo KCI

parece ocorrer predominantemente por exocitose e ndao por canais Panx1.

Diferentemente do efeito encontrado com o KCI, a administracdo de Capsaicina (5 uM) nas
culturas, ndo resultou em alteragdes significativas nos niveis de ATP extracelular em relagdo ao
grupo controle (Figura 9D). Em contrapartida, o tratamento com a citocina IL-1p (0.1 pg/ul), por
um periodo de 3 horas, levou a um aumento exacerbado dos niveis de ATP (Figura 10A). Assim,
com a finalidade de identificar a via pela qual o ATP estaria sendo liberado pelas células induzido
pela citocina IL-1p, realizamos o pré-tratamento com a Vac-1 (30 uM) nas células. Curiosamente,
em nossos resultados, ndo foi detectada diferenca entre o grupo tratado apenas com a citocina e o
grupo Vac-1 + IL-1p (Figura 10B).
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Figura 9: ATP é liberado por células do GRD apds estimulacdo com KCI. A- Niveis extracelulares de ATP apds
tratamento com KCI (50 mM). O grupo tratado apresentou niveis de ATP significativamente aumentados em
comparacao ao grupo controle (Buffer). B- Niveis extracelulares de ATP apdés do tratamento com KCI (50 mM) e pré-
tratamento com Vac-1 (30 uM). A inibicéo de exocitose de vesiculas nas células resultou na diminuigdo dos niveis de
ATP induzido pelo KCI (50 mM). C- Pré-tratamento com °Panx (100 uM) e estimulagdo com KCI (50 mM). A
blogueio de canais Panx1 néo alterou os niveis de ATP extracelulares. F- Tratamento com capsaicina (5 pM). A
ativacdo do canal TRPV1 em corpos neuronais ndo aumentou significativamente os niveis de ATP extracelular em
comparagdao com o controle (Buffer). Os resultados estdo expressos como média + erro padrdo da média. Teste t.
**p<0.01, ***p<0.001.
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Com o objetivo de promover um microambiente inflamatdrio e, consequentemente, induzir a
sensibilizacdo neuronal in vitro, administramos sobre as células do GRD a PGE> (3 uM). Conforme
mostrado na Figura 10C, os niveis extracelulares de ATP ndo foram aumentados com o tratamento da

PGE->, o grupo controle e grupo tratado apresentaram niveis de ATP equivalentes.

A B C
%k %k
2.5+
2.5+
2.5+
Q
Es 2.0 207
2.0 o ns = ns
5 S 154 D 154
3154 o gt° %o < o
5 = T ~
o ST, = 1.0~ o E 10+ o
E 109 /¢ < o <
< o
0.5+ (0] 0.5+ 0.5
0.0
0.0 00
s - * L1+ +
PGE, - +
Vac-1 - +

Figura 10: ATP é liberado por células do GRD ap6s tratamento com IL-1B, mas ndo por PGE2. A- Niveis
extracelulares de ATP apds tratamento com IL-1p (0,1 pg/ul). O tratamento com IL-1B por 3 horas resultou no aumento
dos niveis de ATP em comparagdo ao grupo ndo tratado. B- Pré-tratamento com Vac-1 (30 uM; 20 minutos) seguido
do tratamento com IL-1 B (0,1 pg/ul; 3 horas). A inibicdo de exocitose de vesiculas nas células ndo resultou na
diminuicdo dos niveis de ATP induzido pela citocina. C- Tratamento com PGE; (3 uM; 5 minutos). O grupo controle
(Buffer) e tratado com a PGE, apresentaram niveis extracelulares de ATP equivalente, ndo houve diferengas

significativas entre os grupos. Os resultados estdo expressos como média + erro padrdo da média. Teste t. **p<0.01.

Para validagdo dos nossos resultados, foi feita a administracdo isolada dos inibidores
Vacuolin-1 (30 pM) e °Panx (100 puM) sobre as células do GRD com objetivo de excluir um
possivel efeito secundario dos inibidores. Os dados obtidos confirmaram que o tratamento isolado
dos inibidores Vac-1 e °Panx ndo promove, por si, 0 aumento dos niveis extracelulares de ATP
(Figura suplementar 1). Ainda, para certificar de que o aumento do ATP liberado ap6s o tratamento
com IL-1 e de KCI néo seria resultante do evento da apoptose, foi realizado ensaio de viabilidade
celular (MTT) e verificou-se que, de fato, os tratamentos ndo promovem a morte das células do

GRD (Figura suplementar 2).
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5.3. Panxl participa do desenvolvimento da hiperalgesia mecéanica induzida por

Carragenina.

Posteriormente avaliamos a participacdo de Panxl, canais de liberacdo de ATP, no
desenvolvimento da hiperalgesia inflamatéria induzido por carragenina na pata, utilizando o
peptideo inibidor °Panx diretamente no GRD-L5 direito. Pelo fato de ndo haver trabalhos
anteriores relatando a administracdo deste agente em ganglios, decidimos inicialmente realizar um
ensaio de dose-tempo-resposta sobre o modelo da carragenina, para a melhor compreensao do
efeito farmacoldgico do inibidor. Assim, ratos machos foram submetidos ao tratamento
intraganglionar (i.gl.) do inibidor °Panx, em diversas doses, 30 minutos antes da injecdo
intraplantar de Cg (100 pg/50 pl, i.pl. direita). O limiar mecanico da pata dos animais foi mensurado
pelo teste eletronico von Frey na condicdo basal (anterior a qualquer tratamento) e 1, 2, 3,4, 5,6 e

24 horas ap06s a injecdo na pata.

A injecdo intraplantar de Cg na pata de ratos gerou uma hiperalgesia mecéanica com duragéo
de 6 horas, tendo seu ponto maximo hiperalgésico na terceira hora. Ap6s 24 horas da injecao todos
0s grupos de animais retornaram ao seu limiar mecéanico basal (Figura 11A). O pré-tratamento com
¥panx no ganglio da raiz dorsal (L5-direito) gerou um efeito anti-hiperalgésico sobre a carragenina,
a partir da dose de 50 uM, em comparacdo ao seu grupo controle (veiculo i.gl. + Cg i.pl.). Nas
doses de 100 e 500 uM a reducdo da intensidade da hiperalgesia mecanica foi mais prolongada,

tendo duracédo de 2 horas ou mais (Figura 11A).

Analisando os dados do von Frey eletrénico no tempo de 3 horas apos injecdo de Cg foi
possivel realizar a curva dose-efeito do inibidor °Panx (Figura 11B e 11C). A concentracio de 50
KM consistiu na dose sub-méxima apresentando acdo anti-hiperalgésico significativo na terceira
hora. Como forma de manter a seletividade do farmaco apenas a canais Panx1, esta concentracdo

foi escolhida para 0s ensaios comportamentais posteriores.

Visando avaliar de forma mais ampla e clara a participacdo de canais Panx1 sobre a
hiperalgesia inflamatdria periférica induzida por carragenina, utilizamos camundongos C57/black
geneticamente modificados com delecdo global para Panx1 (KO-Panx1) e realizamos a injecdo de
carragenina (100 pg/25 ul). Os camundongos selvagens (WT) tratados na pata com Cg
apresentaram hiperalgesia mecanica com duracdo de 5 horas. Ja o grupo KO tratado apresentou um
limiar mecanico na pata proximo aos valores dos grupos controles, WT e KO néo estimulado
(veiculo i.gl. + veiculo i.pl.). Somente na terceira hora apds injecao intraplantar houve um aumento

significativa da hiperalgesia mecéanica do grupo KO-carragenina em comparagao com 0 Seu grupo
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controle (KO-veiculo). Entretanto, este aumento da intensidade de hiperalgesia foi ainda muito
inferior em relagéo aos apresentados pelos animais WT-carragenina (Figura 11D e 11E).

Considerando que o tratamento prévio de *°Panx poderia causar uma alterac&o no limiar
basal dos ratos em condi¢des naive (ndo inflamatoria), realizamos a injeg&o isolada do inibidor
(*°Panx 50 puM i.gl.) ou veiculo (Salina i.gl.), sem nenhuma estimulacdo quimica na pata. A
avaliacdo do limiar mecanico foi realizada pelo teste de von Frey eletrénico durante 120 minutos
apos a injecdo intraganglionar. Os dados obtidos mostraram que ndo houve diferenca significativa
entre o grupo tratado com o inibidor (**Panx 50 uM i.gl.) em comparagio com grupo veiculo (Salina
1.gl.) (Figura suplementar 3A).

Em relacdo aos camundongos, o limiar basal dos animais knockout (KO) foi comparado
com os animais wildtype (WT), também em condicdes naive (nenhum tratamento ou estimulacéo).
O objetivo desta avaliacdo foi certificar de que os animais geneticamente modificados nao
apresentariam limiar mecanico basal da pata distinto dos animais selvagens. Os dados obtidos no
teste de von Frey eletrdnico demostraram que ndo ha diferenca do limiar basal entre o grupo KO e

WT em ambas as patas traseiras (Figura suplementar 4).
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Figura 11: A inibicao farmacoldgica ou a delecéo para Panx1 reduz a hiperalgesia mecénica induzida pela Cg.
A- Avaliagéo do efeito dose-temporal de °Panx em ratos machos estimulados com Cg na pata (100 pg/50 pl, i.pl.) O
pré-tratamento intraganglionar (i.gl.) de Panx reduziu significativamente a intensidade de hiperalgesia mecéanica
induzida pela Cg, a partir da dose de 50 uM, n=5. B- Ponto mé&ximo hiperalgésico da Cg (32 hora). As doses 50, 100,
500 uM de °Panx foram significativamente menores comparado com o grupo veiculo (i.gl) + Cg (i.pl.), n=5. C- Curva

dose-resposta (Log da concentracdo da dose) na terceira hora, 50 UM representa a dose submaxima. D- Intensidade da
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hiperalgesia mecénica na pata de camundongos machos tratados com Cg (100 pg/25 pL, i.pl.) ou veiculo (Salina, i.pl.).
O grupo KO-carragenina demonstrou uma intensidade muito menor do que o grupo WT-carragenina nos tempos de 1,
2,3 e 4 (n=4). E- 3* hora apo6s Cg (100 pg/25 uL, i.pl.). O grupo KO-carragenina apresentou reduzida intensidade da
hiperalgesia mecanica. Os resultados estdo expressos como média + erro padrdo da média. ANOVA duas vias seguido
pelo teste de multiplas comparagoes Tukey para A e D. ANOVA uma via para B e E. #p<0.5 em relagdo ao controle
(veiculo i.gl + veiculo i.pl ou veiculo WT/KOQ); *p<0,05 em relagdo ao grupo veiculo i.gl + Cg i.pl. ou WT-Cg;
&p<0,001 em relagdo a °Panx 50 pM i.gl. + Cg i.pl.

5.4. Canais Panx1 parecem nao participar da hiperalgesia induzida pela PGE2

O modelo de injecéo intraplantar de PGE, é muito utilizado para avaliar o processo de
sensibilizacdo neuronal periférica. Aplicamos este modelo em ratos pré-tratados com inibidor de
Panx1 (**Panx, 50 pM/5 pl, i.gl.) no ganglio da raiz dorsal, 30 minutos antes do estimulo na pata
de PGE> (100 ng/50 ul; i.pl.) e, avaliamos o limiar mecénico de retirada da pata pelo teste de von
Frey eletrdnico 3 horas ap0s a inje¢do intraplantar.

Os dados obtidos nesta avaliacdo mostraram que ndo ha diferenca significativa em relacdo
a intensidade de hiperalgesia entre o grupo tratado com o inibidor (*°Panx i.gl. + PGEzi.pl.) e 0
grupo tratado com veiculo no ganglio (veiculo i.gl. + PGE: i.pl.), na terceira hora apés a PGEo.
Ambos 0s grupos demonstraram um aumento da hiperalgesia mecéanica equivalente apos a
administracdo de PGE> na pata, que foi significativamente maior que o grupo nédo estimulado
(veiculo i.gl. + veiculo i.pl.) (Figura 12A). Este resultado sugere que os canais Panx1 presentes no
ganglio da raiz dorsal parecem ndo participar da hiperalgesia mecénica induzida pela PGE-.

Em camundongos, obtivemos resultados semelhantes. O grupo Panx1-KO tratado com
PGE: (90 ng/25 pl; i.pl.) apresentou um aumento significativo da intensidade de hiperalgesia na
terceira hora apds a inje¢do, o qual, foi similar ao grupo WT tratado com PGE: (Figura 12B).
Novamente, este dado sugere que os canais Panx1 ndo exercem influéncias sobre a hiperalgesia

induzida por PGE..
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Figura 12: A inibi¢cdo farmacoldgica ou a delecdo para Panx1 ndo reduz a hiperalgesia mecénica induzida pela
PGE:. A- Intensidade da hiperalgesia mecanica na pata de ratos pré-tratados com *°Panx (50 pM) ou veiculo (Salina,
i.gl.) e estimulados com PGE; (100 ng/50 uL, i.pl.). N&o houve diferenca significativa entre os grupos estimulados
com PGE; na pata. B- Intensidade da hiperalgesia mecanica na pata de camundongos KO e WT tratados com PGE;
(90 ng/25 uL, i.pl.). N&o houve diferenca significativa entre o grupo WT-PGE; com o grupo KO-PGE,. Os grupos
controles (WT-veiculo e KO-veiculo) foram significativamente diferentes em relacdo aos grupos tratados. Os
resultados estdo expressos como media + erro padrdo da média. #p<0,001 em relacdo aos grupos tratados com PGE,.
ANOVA uma via.

Considerando os dados obtidos nos experimentos in vivo com ratos e camundongos
decidimos avaliar o tratamento in vitro de PGE2 sobre as culturas primérias do ganglio da raiz
dorsal e investigar a expressdo de canais Panx1 nessas células. Para isso realizamos 3 tipos de
tratamentos: DMEM (meio de cultura padrdo); PGE25 uM com 1h de incubacéo e, PGE25 UM por
3h. Apo6s o término dos tratamentos, as células foram coletadas e processadas para avaliagdo de
proteina através do método de Western Blot. Os dados obtidos nesta avaliacdo demostram que nao
houve diferenca significativa na expressdo da proteina Panx1 (75 kDa) nas culturas tratadas com

PGE:2 por 1 ou 3 horas em relacéo ao grupo controle, DMEM (Figura 13).
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Figura 13: Quantificacdo dos niveis da proteina Panx1 em culturas priméarias do GRD tratadas com PGE..
Painel esquerdo: Immunoblot para Panx1 (bandas superiores- 75 kDa) e o controle GAPDH (bandas inferiores). Painel
direito: grafico de barras mostrando os niveis de expressao da proteina Panx1 em relacdo aos niveis do grupo controle
(DMEM). O tratamento agudo de PGE; néo alterou a expressdo dos canais Panx1. N&o houve diferengas significativas

entre os grupos analisados. ANOVA uma via. p<0,05.

5.5. Resposta nociceptiva de fibras C é dependente de canais Panx1.

Para esta avaliacdo utilizamos o modelo de injecdo intraplantar de capsaicina em ratos (10
pg/50 pl) e camundongos (10 pg/25 ul). Esse modelo foi proposto por Sakurada et al. em 1992
para o estudo de compostos que atuam sobre a dor neurogénica. A capsaicina é o componente
pungente encontrado nas pimentas ardentes e quando injetado no tecido periférico induz a
estimulacdo direta dos neurdnios nociceptivos por ativar o canal TRPV1 (expresso em fibras C
neuronais) (Caterina & Julius, 2001). A ativacdo deste canal causa a liberacdo de varios
neuropeptidios envolvidos na transmissdo dolorosa provocando uma sensacdao de dor aguda de
queimacdo acompanhada de vasodilatacdo e inflamagéo local, seguida de hipersensibilidade ao
calor (hiperalgesia térmica) e, em alguns graus, ao toque (hipersensibilidade mecanica)(JANCSO
etal., 1967).

Assim como realizado nos ensaios anteriores, os ratos receberam o pré-tratamento de °Panx
(i.gl. 50 uM) 30 minutos antes da injecédo intraplantar de Caps (10 pg/50 ul). Em nossas analises,
a resposta nociceptiva foi significativamente reduzida com a inibicdo de canais Panx1 no GRD-L5.
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O grupo de animais tratado com o inibidor apresentou um menor nimero de sacudidas e lambidas

na pata em comparagdo ao grupo controle (veiculo i.gl. + caps i.pl.) (Figura 14A).

Em camundongos Panx1-KO, a inje¢do intraplantar de capsaicina (10 pg/25 pl) gerou uma
resposta nociceptiva sutil, sendo préxima a zero. Ao contrério dos animais WT estimulados com a

Caps que mostraram elevada resposta nociceptiva, entre 20 e 40 (Figura 14B).

Os resultados obtidos com a inibicao farmacoldgico de Panx1 no génglio da raiz dorsal em
ratos juntamente com os dados obtidos com os animais transgénicos, indicam que ativagao

periférica de fibras C pela capsaicina parece depender, de alguma maneira, de canais Panx1.
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Figura 14: Inibicdo farmacolégica de Panx1 no GRD reduziu a resposta nociceptiva induzida pela capsaicina.
Animais Panx1-KO apresentaram baixa resposta nociceptiva frente a capsaicina. A- Ratos pré-tratados com
Ypanx (50 pM, i.gl.) demonstraram uma resposta nociceptiva significativamente menor frente a capsaicina em
comparagdo com o grupo tratado com veiculo (Salina) no ganglio. O grupo controle veiculo i.gl. + veiculo i.pl. ndo
apresentou resposta nociceptiva. B- Camundongos WT tratados com capsaicina intraplantar demostraram um alto
nimero de sacudidas (flinches) e lambidas, resposta ndo observada em camundongos KO-Panxl tratados com
capsaicina. Os resultados estdo expressos como média + erro padrdo da média. *p<0,05; #p<0,001 em relagdo aos

grupos tratados com capsaicina ou WT-caps. ANOVA uma via.
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5.6. Animais Panx1-KO apresentam reduzida hiperalgesia com uma dose de paclitaxel

O paclitaxel ¢ um quimioterapico amplamente utilizado para o tratamento de diversos tipos
de cancer. Varios estudos ja demonstraram que um dos importantes efeito do deste medicamento é
0 desenvolvimento da dor neuropética que afeta significativamente a qualidade de vida dos
pacientes. Desde entdo, o paclitaxel tem sido usado também em animais como modelo de dor

neuropatica.

Em nossos experimentos utilizamos dois protocolos de inducdo de dor neuropatica por
quimioterapico em camundongos Panx1-KO e em camundongos WT. O limiar mecénico da pata
direita e esquerda de ambos 0s grupos experimentais foi avaliado pelo teste de von Frey eletronico,
sendo que no protocolo agudo, os tempos avaliados foram 1, 3, 5 e 7 horas ap0s o tratamento e, no
protocolo cronico, o von Frey foi realizado durante a fase de indugdo (7 dias iniciais) até 21 dias
apos a primeira injecdo de paclitaxel.

Os dados comportamentais demostraram que uma Unica injecéo de paclitaxel foi capaz de
induzir um aumento significativo na intensidade de hiperalgesia em camundongos WT em
comparagdo aos animais que receberam o veiculo (Salina + 0,1% DMSO i.p.), no tempo de 3 e 5
horas ap6s o tratamento, tanto na pata direita quanto na pata esquerda (Figura 15A, 15B, 15C e
15D). Os pontos méximos de hiperalgesia em machos e fémeas WT ocorreram na terceira e quinta
hora, sendo que no tempo de 5h, as fémeas apresentaram intensidade de hiperalgesia mecanica
significativamente maior que os machos (Figura 16). No entanto, em ambos 0s sexos, o limiar basal
foi restaurado 7 horas ap6s o tratamento. Camundongos machos e fémeas Panx1-KO tratados com
uma dose de paclitaxel (2 mg/kg; i.p.) ndo desenvolveram hiperalgesia mecanica em todos 0s
tempos avaliados. O limiar mecanico tanto da pata esquerda e quanto da direita desses animais se
manteve similar ao basal (Figura 15A, 15B, 15C e 15D).
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Figura 15: Camundongos Panx1-KO n&o desenvolvem hiperalgesia mecanica ap6s o tratamento com uma
injecao de Paclitaxel. A- Intensidade de hiperalgesia na pata direita de camundongos machos em 1, 3, 5, 7 horas ap6s
ainjecdo i.p de Paclitaxel. B- Intensidade de hiperalgesia na pata esquerda (macho) em 1, 3, 5, 7 horas apés i.p. injegdo
de Paclitaxel. C- Intensidade de hiperalgesia na pata direita de camundongos fémeas a 1, 3, 5, 7 horas ap06s i.p. injecao
de Paclitaxel D- Intensidade de hiperalgesia na pata esquerda (fémea) em 1, 3, 5, 7 horas ap0s i.p. injecéo de Paclitaxel.
Camundongos KO machos e fémeas (KO-Paclitaxel- 2 mg/kg) ndo desenvolveram hiperalgesia mecanica durante todos
0s tempos avaliados, tanto na pata direita quanto na esquerda. Os camundongos selvagens tratados com paclitaxel
desenvolveram hiperalgesia mecénica entre 3 e 5 horas apés tratamento. Os resultados estdo expressos como media +
erro padrdo da média. *p<0.05 para WT Pacli. vs KO Pacli; #p<0.05 para WT Pacli. vs WT Veiculo. ANOVA duas

vias seguido pelo teste de multiplas comparagdes Tukey. n = 5.
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Figura 16: Camundongos fémeas WT apresentam maior intensidade hiperalgésica na quinta hora apds
tratamento com Paclitaxel. No tempo de 5h fémeas apresentaram maior intensidade hiperalgésica na pata direita
comparada ao grupo macho sob mesmo tratamento. Os resultados estdo expressos como média * erro padrdo da média.
ANOVA uma via, p<0,05.

No protocolo crénico, a primeira injecao sistémica de paclitaxel (2 mg/kg, i.p.) promoveu
um aumento da intensidade de hiperalgesia mecanica nas fémeas WT em comparagdo ao grupo WT
tratado com o veiculo (Salina + 0,1% DMSO i.p.), porém, no dia seguinte (dia 2) o limiar da pata
retornou-se ao seu estado basal. A partir da segunda injecdo, o limiar mecanico do grupo WT foi
reduzido resultando em um aumento da hiperalgesia que perdurou por 21 dias. As fémeas Panx1-
KO né&o apresentaram hiperalgesia mecénica com a administracdo da primeira dose de paclitaxel,
somente a partir da segunda administracdo houve um aumento significativo da hiperalgesia
mecanica em relacdo ao seu grupo controle (Figura 17A e 17B). Porém, a intensidade de
hiperalgesia dos animais KO tratados foi significativamente menor em comparagdo com 0 grupo
WT, tanto na pata direita quanto na esquerda até préximo ao oitavo dia (Figura 17A e 17B). Ap0Gs
0 periodo de 8 dias, a intensidade de hiperalgesia entre os animais WT e KO ndo foi diferente,
indicando que os animais com delecdo global de Panx1 também desenvolveram a dor cronica

periférica bem como os selvagens.

A sensibilizagdo mecénica causada pelo tratamento do quimioterdpico nas duas patas ocorre
de forma semelhante, mas ndo idénticas. E possivel observar que em alguns tempos avaliados
(Figura 17, 7° e 8° dia) existe uma variacao na hiperalgesia mecanica entre a pata direita e esquerda.

No entanto, o padréo hiperalgésico provocado pela neuropatia se manteve para o grupo KO e WT.
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Figura 17: Camundongos Panx1-KO também desenvolvem hiperalgesia crénica induzida por Paclitaxel. A-
Intensidade da hiperalgesia mecanica da pata direita de camundongos fémeas por um periodo de 21 dias. B- Intensidade
da hiperalgesia mecénica da pata esquerda de camundongos fémeas por um periodo de 21 dias. As 4 injecGes i.p de
Paclitaxel ocorreram nos dias 1, 3, 5, 7. O grupo KO-Pacli. apresentou intensidade de hiperalgesia mecanica

significativamente menor quando comparado ao grupo WT-Pacli, em ambas as patas durante o periodo de inducédo (1°
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ao 7°/8° dia). No 13°- 21° os animais KO tiveram um aumento da hiperalgesia, sendo equivalente ao grupo WT-Pacli.
Os resultados estdo expressos como média + erro padrdo da média. ANOVA duas vias seguido pelo teste de multiplas
comparacgGes Tukey. #p<0.001 em relacdo a WT veiculo; * p<0,05 em relagdo a WT Pacli.; & p<0,05 em relacdo a

KO-Veiculo. n = 6 para o grupo WT, n=4 para o grupo KO.

5.7. A exocitose de vesiculas no GRD esté envolvida no desenvolvimento da hiperalgesia
inflamatoria e na nocicepgdo pela capsaicina.

Sabendo que a molécula ATP pode ser liberada para 0 meio extracelular através da
exocitose de vesiculas, decidimos bloquear este processo in vivo diretamente sobre o ganglio da
raiz dorsal utilizando o farmaco Vacuolin-1 (Vac-1), previamente aplicado em nossos ensaios in
vitro. Este inibidor impede a fusdo dependente de calcio das vesiculas com a membrana plasmética

e, portanto, impossibilita a liberacdo do contetdo vesicular.

Os dados comportamentais da avaliacdo dose-resposta de Vac-1 mostraram que a partir de
30 uM o tratamento intraganglionar do inibidor apresentou efeito anti-hiperalgésico sobre a
hiperalgesia mecanica induzida pela carragenina i.pl. (Figura 18A). Este efeito, ndo foi crescente
proporcionalmente com a dose, assim, o farmaco Vac-1 ndo apresentou o efeito dose-dependente
(Figura 18B).

Todavia, os dados demonstram que a inibi¢do da exocitose pela administragéo de Vac-1 no
GRD-L5 reduz significativamente a hiperalgesia mecanica induzida pela inje¢cdo de Cg na pata
(Figura 18A e 18B). Resultado semelhante a este foi observado no modelo de hiperalgesia induzida
pela injecdo intraplantar de IL-1p 1.0 pg/ul e PGE2 100 ng/50 ul (Figura 18C e 18D).

No teste de nocicepcdo induzido pela capsaicina, o pré-tratamento com Vacuolin-1 resultou
na reducao da resposta nociceptiva dos animais estimulados em comparag¢do com o grupo controle
(veiculo i.gl. + capsaicina i.pl.) (Figura 18E), sugerindo que 0 processo de exocitose que ocorre no
ganglio da raiz dorsal também participa da resposta nociceptiva de fibras neuronais do tipo C.

Como forma de controle, realizamos a injecdo intraganglionar da droga Vac-1 isolada em
ratos naive (ndo estimulados) e, os dados obtidos demostraram que condigdes de ndo estimulacéo
o inibidor n&o causa alteragdes significativas sobre o limiar mecéanico da pata dos animais (Figura

suplementar 3B).
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Figura 18: A exocitose de vesiculas no GRD participa do desenvolvimento da hiperalgesia infamatéria e da
nocicepcdo. A- Avaliacdo do limiar mecénico da pata de ratos (Teste von Frey eletronico) no modelo de hiperalgesia
inflamatoria induzida por Cg (i.pl. 100 pg/50 pL): efeito dose-temporal de Vac-1 (i.gl.). O tratamento com Vac-1 no
ganglio reduziu a intensidade de hiperalgesia mecénica induzida pela carrragenina, efeito observado a partir da dose de
30 uM. n= 5. B- Avaliacdo da 3% hora apds inje¢do de carragenina na pata. As doses de 30, 50 e 100 pM i.gl de Vac-1
foram significativamente menores comparado com o grupo veiculo (i.gl) + carragenina (i.pl). C- Avaliagdo do limiar
mecéanico da pata apds injecéo de IL-1pB. A administragdo intraplantar da citocina IL-1B (1.0 pg/ uL) resultou em um
aumento significativo da intensidade hiperalgésica que foi revertida com o pré-tratamento intraganglionar com Vac-1
(30 uM). D- No modelo de hiperalgesia induzida pela PGE; (100 ng/50 pl, i.pl.), o pré-tratamento com Vac-1 (30 uM,
i.gl.) resultou em uma diminuicdo significativa na intensidade da hiperalgesia mecénica causada pela injecéo intraplantar
de PGE,. E- Avaliacdo da resposta nociceptiva no teste da capsaicina. Ratos pré-tratados com Vac-1 (30 uM, i.gl.)
demonstraram uma resposta nociceptiva significativamente menor frente a capsaicina em comparagdo com o0 grupo
veiculo i.gl. + capsaicina i.pl. Os resultados estdo expressos como média + erro padrdo da média. ANOVA duas vias

seguido pelo teste de maltiplas comparag@es Tukey para A. ANOVA uma via para B, C, D e E. *p<0.05, #p<0.001.
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5.8. Canais Panxl e a exocitose de vesiculas no GRD parecem ocorrer de maneira

dependente no desenvolvimento da hiperalgesia inflamatoria

ApOls constatado que tanto canais Panxl quanto 0 processo exocitose participam do
processamento de sinais nociceptivos no ganglio da raiz dorsal, decidimos administrar os dois
farmacos Vac-1 e °Panx ao mesmo tempo no GRD-L5 de ratos. Os ratos foram tratados pela via
intraganglionar com uma solucéo final de 5 pl contendo °Panx (50 uM) mais Vacuolin-1 (30 pM).
Apds 30 minutos do tratamento foi injetado na pata direita dos ratos a carragenina (100 ug/50 uL;
i.pl.), capsaicina (10 pg/50 pl; i.pl.) ou PGE>2 (100 ng/50 pl; i.pl.). O limiar mecénico da pata foi
avaliado pelo von Frey eletronico 3 horas apds a injecdo de carrragenina e PGE>. A resposta
nociceptiva do grupo da capsaicina foi avaliada durante 5 minutos, conforme protocolo ja

mencionado.

A inibicdo dos canais Panx1 somado com o bloqueio da exocitose, no modelo de
hiperalgesia inflamatdria por carragenina resultou, na terceira hora, em um efeito anti-hiperalgésico
equivalente a administracéo isolada dos farmacos Vac-1 30 uM e °Panx 100 uM. No entanto, o
tratamento conjunto dos inibidores foi significativamente diferente em relacdo ao grupo tratado

com %Panx na dose de 50 uM (Figura 19A).

No modelo da hiperalgesia induzida por PGEz, o tratamento de ambos os farmacos também
ndo foi significativamente diferente em relacdo ao grupo tratado apenas com Vac-1 (Figura 15B).
Como ja mostrado nos resultados anteriores a inibicdo de Panx1 ndo altera a hiperalgesia mecanica
induzida pela PGE-, portanto, neste caso o efeito anti-hiperalgésico observado no tratamento Vac-

1 + Opanx foi resultante somente da inibi¢ao da exocitose (Figura 19B).

Ja no modelo da capsaicina o efeito anti-nociceptivo foi maior no grupo que recebeu o
tratamento conjunto dos inibidores (*°Panx + Vac i.gl; Caps i.pl.) em relaco aos grupos tratados

com os inibidores isolados (**Panx i.gl, Caps i.pl.; Vac i.gl, Caps i.pl.) (Figura 19C).
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Figura 19: Avaliacdo comparativa do efeito anti-hiperalgésico de °Panx + Vac-1 na hiperalgesia induzida por
carragenina, PGE: e sobre a nocicep¢do aguda por capsaicina. A- Avaliacdo do limiar mecénico da pata dos ratos
(von Frey eletrdnico), na terceira hora ap0s a carragenina (100 pg/50 pL, i.pl.). O tratamento intraganglionar com
panx (50 ou 100 puM) ou Vac-1 (30 uM) reduziram a hiperalgesia induzida pela Cg na pata. Ndo houve efeito
cumulativo no tratamento com ambos os inibidores. B- Avaliacdo do limiar mecénico da pata de ratos (von Frey
eletrbnico), na terceira hora apds a PGE, (100 ng/50 pL, i.pl.). O grupo pré-tratado no ganglio com *°Panx (50 pM) +
Vac-1 (30 uM) e o grupo tratado apenas Vac-1 (30 uM) apresentaram uma intensidade de hiperalgesia equivalente, o
qual foi significativamente menor que o grupo ‘°Panx (50 uM) e o grupo veiculo. C- Resposta nociceptiva de ratos
apos a injecdo da capsaicina (10 pg/50 pl, i.pl.). O grupo tratado com °Panx (50 pM) + Vac-1 (30 pM) mostrou uma
reducdo ainda maior sobre resposta nociceptiva em relacdo ao tratamento isolado dos inibidores. Os resultados estdo
expressos como média + erro padrdo da média. ANOVA uma via. #p<0.001 em relagdo ao grupo controle; *p<0.05
em relacdo ao veiculo i.gl + Cg i.pl.; “p<0.05 em relagdo a °Panx 50 uM; & p<0,05 em relacdo a °Panx + Vac-1;

capsaicina.
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6. DISCUSSAO

Nos ultimos anos, o conceito de que os ganglios sensoriais consistem em uma estacéo do
sistema nervoso periférico onde o sinal é retransmitido passivamente para por¢oes centrais, passou
a ser obsoleto e limitado. Com o aprimoramento dos estudos de eletrofisiologia e biologia
molecular foi possivel constatar que o ganglio € uma estrutura de processamento de sinais. Neste
sentido, o ganglio da raiz dorsal (GRD) se tornou um protagonista no que se refere a eventos
envolvidos na transmissdo e modulacéo do sinal sensorial de dor. Uma variedade de trabalhados
evidenciam a comunicacédo entre as células do GRD como elemento chave para a sensibilizacdo
neuronal (Gu et al., 2010; Huang et al., 2013). Dentre as moléculas liberadas durante esta
comunicagdo, o ATP se destacou como uma das mais relevantes (Dahl, 2015; Gu et al., 2010;
Hanani, 2012; Lemes et al., 2018; Neves et al., 2020). Ainda assim, é pouco compreendido 0s
mecanismos pelos quais essa molécula € liberada e seu efeito sobre as células do GRD durante o

processamento da dor.

Neste presente trabalho realizamos um estudo sobre localizacdo de estoques intracelulares
de ATP em tecido do ganglio da raiz dorsal L5 de ratos, a partir da marcacdo por Quinacrine. Este
indicador fluorescente € usado em deferentes tipos celulares como marcador de vesiculas
lisossomais secretoras de moléculas de ATP (Forveille et al., 2019; Jung et al., 2013; Nishida et al.,
2014; Pangrsic et al., 2007). Em determinados ensaios, a intensidade da area de fluorescéncia
emitida pelo marcador é parametro para a avaliacdo da liberacdo extracelular de ATP, estando a
reducdo da intensidade intracelular de Quinacrine associada a maior liberagdo do contetdo
vesicular (Forveille et al., 2019; Geisler et al., 2013). Em culturas do GRD, foram verificadas co-
marcacdes de Quinacrine com LAMP1 (marcador vesiculas lisossomais) localizadas préximo as
margens dos neur6nios sensoriais (Jung et al., 2013). Em nossas analises, obtivemos resultado
semelhante. Adjacentes a membrana plasmatica dos corpos de neurdnios no GRD-L5 observamos
a marcacao de estoques de ATP, sugerindo a possivel eminéncia da liberacdo desta molécula para
0 meio extracelular. Porém, também foram encontradas grandes quantidades de marcagdo por
Quinacrine em toda extensdo citoplasmatica, incluindo regiGes proximas ao nucleo. Esta marcacéo
pode estar relacionada a areas de alta producdo de ATP advindas das mitocéndrias e/ou marcagao
de nucleotideos associada a RNA, devido a presenca da Ribose, a qual, é semelhante ao grupo
pentose encontrada na unidade de Adenosina da molécula de ATP (Weisblum & De Haseth, 1972).
Além das células neuronais, encontramos expressiva intensidade de fluorescéncia em células gliais
do GRD-L5, possivelmente provenientes de células satélites gliais (CSGs). Apesar de ndo ter sido

realizado a marcacéo especifica para este tipo de célula, é caracteristico das CSGs a formacéo de
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uma bainha ao redor do corpo celular do neurdnio em ganglios sensoriais (Hanani, 2005). Por este
motivo, podemos sugerir que grande parte das células gliais marcadas em nossas imagens referem-
se as células satélites gliais. E valido ressaltar que existem macréfagos residentes no GRD (Yu et
al., 2020) e, portanto, algumas células gliais marcadas também podem estar relacionadas a estas

células imunes.

Posteriormente, através do ensaio de imunomarcacao, verificamos que os corpos celulares
de neurdnios do tipo C (TRPV1") e do tipo A (NF200") apresentam-se co-marcados com as células
Quin®. Embora a expressdo de ambos marcadores, ATP e tipo de fibra neuronal, ndo ocorra de
maneira exclusiva, os dados obtidos confirmam o evento de sinalizagdo mediada por ATP por
neurdnios do GRD. No trabalho de Jung e colaboradores (2013) foi observado a co-localizacao de
VNUT (transportador nucleotideo vesicular) e Quinacrine em neurénios do ganglio da raiz dorsal
e, no ano seguinte, Nishida e pesquisadores (2014) demonstraram que VNUT esta
predominantemente expresso em neurdnios do GRD de pequeno e médio didametro, indicando a

participacdo de fibras nociceptivas na sinalizacdo por ATP.

Conforme mencionado anteriormente, uma forma de liberacdo ndo-sinéptica da molécula
de ATP é através dos canais de membrana Panxl. Diversos trabalhos atribuem este papel a
Panexina. Em ceélulas epiteliais das vias aéreas e em células do tubulo renal de humanos foi
observado a co-localizacdo de Panxl com o sitio de liberacdo de ATP (Hanner et al., 2012;
Ransford et al., 2009). Em nosso ensaio de imunofluorescéncia do ganglio da raiz dorsal, também
foram encontradas co-localizagdes entre a expressao de canais Panx1 e estoques de ATP marcados
por Quinacrine, no corpo neuronal proximo a membrana plasmatica da célula. Isto sugere a
possivel liberacdo do ATP pelas células do GRD atraves destes canais. De forma a confirmar tal
evento, realizamos a quantificacdo de ATP extracelular em culturas de células do GRD pré-tratadas
com o inibidor seletivo de canais Panx1 (°Panx) seguida da estimulagio com KCI.

A administracdo de KCI nas culturas priméarias do GRD resultou em um rapido aumento
dos niveis extracelulares de ATP, o qual, ndo foi significativamente reduzido com o pré-tratamento
de Panx (100 uM). Por outro lado, a inibicdo da exocitose de vesiculas pela incubagdo com
Vacuolin-1 (30 uM) foi capaz de reduzir este aumento, indicando que, sob altas concentragdes
extracelulares de K™, a via da exocitose parece ser mais atuante na liberacdo de ATP em células do
GRD. Apesar de nossos ensaios ndo comprovarem efetivamente o papel de Panx1 como liberador
de ATP apo0s o tratamento com KCI, ndo esta descartado a hipotese de que estes canais também
estejam liberando ATP nas culturas, € possivel que ambas as vias de liberacao estejam funcionando

ao mesmo tempo, porém, a via da exocitose ocorra de maneira mais proeminente encobrindo a
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liberagdo por canais Panxl. Por isso, 0 nosso tratamento com °Panx ndo foi suficiente para
promover uma reducdo significativa dos niveis de ATP. J& no caso de delecéo do gene para Panx1,
houve de fato uma menor liberacdo de ATP frente a estimulacdo extracelular de K* pelos astrécitos
de animais KO em comparacgéo as culturas contendo a expressao desses canais (Suadicani et al.,
2012).

Sabendo que o tratamento com KCI in vitro promove a despolarizacdo de todas as células
presentes na cultura, neurdnios e células satélites gliais, decidimos aprimorar o ensaio para melhor
identificacdo das células liberadoras de ATP presentes no GRD. Deste modo, utilizamos a
capsaicina para estimular apenas neurdnios que expressassem canais TRPV1, separando assim,
uma classe de células. Anteriormente, foi observado pelo nosso grupo de pesquisa que a
administracdo de capsaicina em culturas do GRD promove a despolarizacao de neur6nios seguida
do influxo de célcio das CSGs por meio da ativacdo de canais P2X7, sugerindo uma comunicacao
neurdnio-glia mediada pela molécula de ATP (Lemes et al., 2018). No entanto, em nosso ensaio de
quantificacdo extracelular de ATP ndo foi detectada diferenca significativa entre as células do GRD
estimuladas com capsaicina e seu grupo controle. Considerando que apenas uma pequena porcao
de células presentes na cultura foi ativada pela capsaicina, possivelmente, a liberacdo de ATP
desencadeada pela ativacdo dos canais TRPV1 ndo foi suficiente para ser detectar no método
Luciferin/luciferase. Além disso, o processo de liberagdo de ATP ocorre de maneira rapida e em
muitos casos momentaneos, imediatamente apoOs ser liberada para o ambiente extracelular a
molécula de ATP é hidrolisada tendo os seus constituintes reciclados pelas células tanto em
condices fisiolégicas quanto in vitro (Dahl, 2015). Por essas razdes, ndo foi possivel observar

diferencas significativas dos niveis de ATP nas células tratadas com capsaicina.

A citocina IL-1p ¢é fator-chave na sensibilizacdo dos nociceptores durante a resposta
inflamatoria. Ela é responsavel por ativar as enzimas cicloxigenases que irdo produzir os agentes
eicosanoides, como a prostaglandina E2 (PGE>) (Cunha et al., 2005). No génglio da raiz dorsal foi
observado o aumento da expressdo de COX e da liberagéo de prostaglandinas durante a inflamacéo
do tecido periférico. Estes fatores estavam diretamente relacionados com o desenvolvimento da
hiperalgesia mecanica da pata dos animais (Araldi et al., 2013). Ainda, em estudos in vitro, células
do GRD tratadas com IL-1p apresentaram maior expresséo do gene da COX-2 (Igwe et al., 2001).
Recentemente, foi constado também uma relacdo entre a ativacdo de receptores P2X7 (canal
ativado por ATP) e a liberacdo de IL-1p em cultura de células satélites gliais do GRD sobre a
condi¢do inflamatoria por LPS (Neves et al., 2020). Os dados obtidos em nosso trabalho

confirmaram esta relagdo. O tratamento isolado com IL-1B (1.0 pg/ul por 3 horas) nas culturas
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primarias do GRD resultou em niveis significativamente elevados de moléculas de ATP no
sobrenadante das células. Dados do ensaio de MTT confirmam que o tratamento com IL-1p nas
mesmas condicOes utilizadas para ensaio de Luciferin/luciferase ndo afeta a atividade celular e,
portanto, o elevado nivel de ATP encontrado apds o tratamento com IL-1p ndo é decorrente de
morte ou lise celular. Esta liberacdo de ATP induzida pela citocina parece ndo ocorrer pela via da
exocitose, posto que o pré-tratamento com Vac-1 ndo reduziu os altos niveis de ATP. Assim sendo,
sugere-se que outras vias de liberacdo de ATP podem estar envolvidas durante a estimulagéo por

IL-1B, como os canais purinérgicos do tipo P2X ou panexinas.

Posteriormente, com intuito de verificar a agdo do mediador inflamatério final sobre os
niveis extracelulares de ATP, realizamos o tratamento de PGE> nas células do GRD. O grupo
tratado com a prostaglandina ndo apresentou diferencas significativas em relacdo ao grupo controle.
Assim, os dados obtidos no ensaio in vitro sugerem que, durante a cascata inflamatéria envolvendo
acitocina IL-1p, a liberacdo de ATP parece ocorrer anterior a liberagdo de PGE desencadeada pela
acao da COX-2 em células do GRD.

A administracdo de carragenina na pata de animais induz a liberacdo local de TNF-a que
estimula a liberacdo de citocinas pré-inflamatdrias. Essas citocinas, em Gltima instancia, promovem
a sintese de PGE> causando a sensibilizagdo neuronal e, por consequéncia, a hiperalgesia mecéanica
(Cunha et al., 2005; Ferreira et al., 1974, 1993). Trabalhos atuais demonstraram que a hiperalgesia
induzida pela carragenina é dependente da ativacao de receptores P2X3 expressos nos neurénios
sensoriais (Oliveira-Fusaro et al., 2017) e P2X7 presentes nas células satélites gliais do GRD
(Neves et al., 2020). Nosso trabalho evidenciou mais um componente relacionado ao
desenvolvimento da hiperalgesia pela Cg, os canais Panx1. O pré-tratamento diretamente no GRD-
L5 de ratos com o inibidor °Panx, a partir da dose de 50 pM, reduziu a intensidade hiperalgésica
mecanica induzida pela administracdo intraplantar carragenina (100 pg/50 ul) na terceira hora. O
aumento da dose do inibidor gerou um efeito dose dependente, tendo seu efeito maximo e mais
duradouro na dose de 500 uM. Camundongos Panx1-KO também apresentaram hiperalgesia
significativamente menor que o grupo WT quando ambos foram estimulados com a carragenina,
em todos os tempos avaliados. Dado isto, os canais Panx1 se confirmaram como novo componente
envolvido na sensibilizacdo neuronal inflamatéria periférica atuando, possivelmente, através da
sinalizacdo via ATP juntamente com a ativacao de canais purinérgicos. No sistema nervoso central,
receptores P2X7 tem sido fisicamente e funcionalmente associados com canais Panx1 em processos
envolvendo dor e inflamagdo (D. Ferrari et al., 2006; Khakh & North, 2012; North, 2002). Quando

ativado, o receptor P2X7 leva a ativacdo de Panx1 por aumento de célcio intracelular que, entéo,
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induz a liberag&o de mais ATP. O aumento sustentado de ATP induz a formacé&o do poro no receptor
P2X7 que estd envolvido na ativacdo de caspase-1 e liberagdo de IL-1B (Pelegrin & Surprenant,
2009). Em um estudo com culturas de neurénios do ganglio trigeminal revelou-se que o complexo
funcional P2X7-PANX1-P2X promove correntes internas bifasicas de longa duracao nos neurdnios
e, a sinalizacdo autocrina e/ou paracrina via ATP presente neste complexo parece contribuir para o
mecanismo de dor na regido orofacial (Inoue et al., 2021). Em conformidade a isto, animais KO
para Panx1 apresentaram baixa liberacdo de ATP no ganglio trigeminal, assim como reduzida
expressao de caspase-1 e IL-1p, quando submetidos ao modelo de dor orofacial por CFA (Hanstein
et al., 2016).

Ao contrario do observado no teste da carragenina, 0os canais Panx1 parecem nao ter
influéncia sobre o desenvolvimento da hiperalgesia induzida por PGE_, visto que, o pré-tratamento
com °Panx no GRD de ratos nio resultou em efeito anti-hiperalgésico sobre a injecio intraplantar
de PGE2 (100 ng/50 ul). O mesmo foi observado em camundongos com delecdo global para Panx1,
em que, a reducao do limiar mecanico da pata do grupo WT tratado com PGE; foi equivalente ao
grupo KO também tratado. A acdo da PGE: nas células alvo ocorre por meio da ativagdo de
receptores prostanoides, EP1, EP2, EP3 e EP4. A ativagdo do receptor EP4 estimula a via
AMPCc/PKA, enquanto a estimulacdo de EP1 provoca a ativagdo de PKC. Nos nociceptores
periféricos as cascatas EP4/PKA e EP1/PKC desempenham um papel importante no
desenvolvimento da hiperalgesia (Sachs et al., 2009). Um estudo recente demostrou que a PKA
pode fosforilar canais de calcio do tipo Cav 3.2, que sdo expressos em nociceptores e, dessa forma,
contribuir para a sensibilizacdo neuronal induzida pela administragdo intraplantar de PGE:
(Sekiguchi et al., 2013). Nessa perspectiva, a injecdo de PGE; na pata atua de forma distinta da
carragenina pois elimina eventos que ocorrem previamente a liberacdo de prostaglandina como a
sinalizacdo via IL-1B. A injecdo de A-carragenina mimetiza uma resposta inflamatdria tipica,
promovendo o recrutamento de células leucocitéria, ativacdo da cascata inflamatoria e, assim, a
liberacdo da citocina IL-1p (Cunha et al., 2005). Portanto, sugere-se que canais Panx1 estejam
envolvidos em mecanismos dependentes de IL-1B, mas ndo diretamente de prostaglandinas. Os
resultados do ensaio in vitro com culturas primarias do GRD corroboram, em parte, com esta ideia,
uma vez que os niveis de expressdo da proteina Panxl das células do GRD nédo foram

significativamente diferentes com o tratamento de PGE> por 1h ou 3h.

Em relacdo a nocicepgéo induzida pela ativagdo de fibras C neuronais, Panx1 também
parece estar envolvida. Os camundongos Panx1-KO apresentaram baixa resposta nociceptiva apos

a injecéo de capsaicina. E o tratamento com o inibidor °Panx pela injecéo intraganglionar (GRD-
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L5 direito) em ratos resultou em uma diminuicdo significativa da resposta espontanea de dor no
teste da capsaicina. Esses dados sugerem que a ativacao de receptores TRPV1 parece envolver, de
alguma maneira, a participacdo de canais Panx1 presentes no GRD. Feldman-Goriachnik e Hanani
(2021) verificaram que administracdo de capsaicina em culturas do GT e do GRD promove o
aumento da atividade das células satélites gliais, a qual é reduzida com o tratamento in vitro do
inibidor de canais Panx1 probenicide.

Uma limitacdo do uso de animais geneticamente modificados é a ocorréncia de efeitos
compensatdrios na expressdo e/ou funcdo de outros canais nao depletados, que podem promover
alteracOes na fisiologia do animal e, deste modo, desencadear alteragdes no processamento de sinais
sensoriais. No caso dos animais com delecdo genética para Panx1 foi observado uma perda
sensorial auditiva (J. Chen et al., 2018) e um aumento da expressao de canais Panx3 em fibras
nervosas sensoriais da camada epitelial nasal de camundongos adultos (Whyte-Fagundes et al.,
2018). Ja em relagdo ao sinal gustativo, os animais Panx1-KO respondem normalmente a todos o0s
tipos de sabores (Vandenbeuch et al., 2015). Contudo, estudos especificos sobre as modificacdes
da fibra nociceptiva do tipo C envolvendo a transducéo do sinal de dor, nesse tipo de animal, ainda
nédo foram realizados. Nesse trabalho, evidenciou-se uma resposta espontanea de dor (nociceptiva
aguda) demasiadamente baixa nos camundongos Panx1-KO em relacdo aos selvagens frente a
estimulacdo com capsaicina, sugerindo uma provavel alteracdo na expressdo de canais em fibras C
ainda que, os dados do von Frey basal ndo tenham indicado diferencas significativas entre KO e
WT. O estimulo mecénico aplicado na pata dos animais durante o teste de von Frey estimula, em
sua maioria, as fibras do tipo Ad, ou seja, aquelas responsivas aos estimulos mecanicos dolorosos
(Basbaum et al., 2009).

Na clinica, cerca de 30% dos pacientes em tratamento com cancer desenvolvem a neuropatia
periférica afetando seriamente a qualidade de vida dos mesmos (Gutiérrez-Gutiérrez et al., 2010).
Os GRDs por estar localizado fora da barreira hematoencefalica e por serem densamente
vascularizados por capilares fenestrados, sdo facilmente acessiveis aos compostos presentes na
circulacdo, tornando os neurdnios e as células satélites glias susceptiveis a acdo das drogas
quimioterapicas (Jimenez-Andrade et al., 2008). Observa-se 0 maior acimulo dessas drogas nos
ganglios sensoriais em comparacao aos nervos periféricos (Cavaletti et al., 2001). Recentemente,
foi demonstrado alteracdes persistentes na bioenergética mitocondrial de neurénios do GRD em
decorréncia do tratamento com paclitaxel (Duggett et al., 2017). Nesse projeto, os dados
comportamentais obtidos no modelo de neuropatia induzida por quimioterdpico sugere a

participacdo de canais Panx1l no desenvolvimento da hiperalgesia mecanica aguda. Uma Unica
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injecdo sistémica de paclitaxel em camundongos Panx1-KO ndo promoveu a hiperalgesia mecanica
na pata dos animais, ao contrario do grupo WT tratado que apresentou hiperalgesia em ambas as
patas posteriores (direita e esquerda) por um periodo total de 6 horas. Analisando o tempode 3e 5
horas do grupo selvagem tratado com quimioterapico, foi possivel observar que as fémeas
apresentam uma intensidade hiperalgésica significativamente maior em relacdo aos machos, na
quinta hora. Isso pode estar relacionado a um papel funcional distinto dos canais Panx1 para cada
macho e fémeas. Algumas moléculas sinalizadoras exibem fungdes sexualmente dimorficas na dor
inflamatdria e neuropatica, dentre elas o receptor Toll-like 4 (TLR4), proteina quinase ativada por
mitogénio p38 (MAPK), BDNF e canais ativados por ATP como o P2X4 (Inyang et al., 2019; Luo
et al., 2018; Rosen et al., 2017; Sorge et al., 2011; Taves et al., 2016; Mapplebeck et al., 2018).
Tendo em vista o alto uso do paclitaxel no tratamento do cancer de mama em mulheres, esse novo
achado abre discussdes para futuras investigacGes envolvendo Panx1 na dor neuropétia sobre os

diferentes sexos.

Em contrapartida aos resultados obtidos no modelo agudo, no protocolo crénico de quatro
injecBes de paclitaxel (2 mg/kg) observa-se o desenvolvimento da hiperalgesia mecéanica tanto em
animais WT quanto em animais KO. Porém, o grupo com delecdo global para Panx1 apresentou
uma intensidade hiperalgésica significativamente menor entre o periodo de 3 a 7 dias. Apos este
intervalo de tempo, o grupo KO teve um aumento de hiperalgesia, aproximando-se do limiar
mecanico apresentado pelo grupo WT tratado. Assim, a ndo expressdo de Panx1 ndo impediu a
cronificacdo da hiperalgesia nos animais KO, apenas uma reducdo da sensibilizacdo periférica
induzida por paclitaxel durante fase inicial. Em um estudo recente foi demonstrado que o
tratamento com o quimioterapico paclitaxel promove a migracdo de macréfagos para o ganglio da
raiz dorsal e o aumento liberacéo local da citocina TNF-a, expressivamente nos dias 7 e 14 do
protocolo cronico. Nesse mesmo periodo ocorre também o aumento da hiperalgesia mecénica da
pata dos animais, a qual, foi revertida através da deplecdo de macréfagos (H. Zhang et al., 2016).
Deste modo, sugerimos que durante a fase inicial do modelo de neuropatia por paclitaxel (7-14
dias) ocorre um processo inflamatorio no GRD que parece envolver, em partes, a participacdo de
canais Panx1. Esta ideia vai de encontro com 0s ensaios anteriores em que, a ativagao de Panx1

parece depender de processos envolvendo inflamacéo e/ou liberacdo da citocina IL-1p.

Mesmo que o foco do trabalho tenha sido o envolvimento dos canais Panxl no
desenvolvimento da neuropatia, & importante salientar que outros canais tambem participam do
processo de cronificacdo da dor como, por exemplo, os receptores glutamatéergicos do tipo NMDA.

J& tem sido mostrado uma relagéo entre receptores NMDA com as panexinas no sistema nervoso
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central relacionado a estados de epilepsia e hipdxia de neurdnios hipocampais (Bravo et al., 2015).
No sistema nervoso periférico, através do modelo animal de dor orofacial por transeccéo do nervo
alveolar inferior, foi observado que a inibicdo de Panx1 por meio do tratamento com °Panx no
ganglio trigeminal reduz a expressao da proteina NR1 (subunidade do canal NMDA), confirmando
a relacdo entre Panx1 e receptores NMDA em processos de sensibilizagdo neuronal (Yue-ling Li et
al., 2021).

A concepcdo de que o corpo celular do neurbnio é capaz de liberar neurotransmissores
através de vesiculas é assunto recente na literatura cientifica. Por muitos anos os estudos tém
determinado a sinalizacdo sinaptica, que ocorre no terminal axonal, como o principal processo
envolvido na transmissdo do sinal sensorial. O nosso trabalho veio contrapor esta ideia e mostrar
que a liberacdo ndo-sindptica que ocorre no interior do ganglio da raiz dorsal também se faz
importante nesse processo. Até o presente momento, o inibidor de exocitose Vacuolin-1 (Vac-1)
foi utilizado em ensaio ex vivo do nervo ciatico (Shin et al., 2012) e in vitro em culturas do GRD
(Jung et al., 2013). Nesse trabalho, foi realizado pela primeira vez a administracédo in vivo de Vac-

1 diretamente no GRD-L5 de ratos, previamente a estimulacdo com agentes inflamatorios na pata.

No modelo de hiperalgesia inflamatoria por carragenina, o efeito anti-hiperalgésico
promovido pelo inibidor de exocitose Vac-1 apresentou uma farmacodinamica distinta quando se
comparada ao peptideo '°Panx. Na terceira hora apds a carragenina, as doses de 30, 50 e 100 pM
promoveram a reducdo da intensidade hiperalgésica mecéanica de forma equivalente, o que sugere
haver um efeito méximo na inibicdo da exocitose de vesiculas, a qual, independe do aumento da

dose aplicada, efeito “tudo ou nada”.

O tratamento com Vacuolin-1 no GRD-L5 também reduziu de forma significativa a
hiperalgesia induzida pela administracdo intraplantar de IL-1p (1.0 pg/ul), PGE2 (100 ng/50 ul) e
a resposta nociceptiva pela injecdo de capsaicina (10 ug/50 ul). Considerando que Vac-1 inibe
qualquer tipo de exocitose que esteja ocorrendo no local, ndo podemaos dizer que apenas a liberacao
de ATP tenha sido inibida em nosso tratamento in vivo. Outras moléculas também liberadas pelo
mecanismo da exocitose podem ter sido blogueadas. Foi descrito previamente que a estimulacao
com KCI em cultura de neurénios do GRD promove a liberacdo extracelular de glutamato (Kung
et al., 2013) e o tratamento com paclitaxel aumenta a liberagdo de substancia P pelas células do
GRD (Tatsushima et al., 2011). Logo, é possivel que esses mediadores também tenham sido
inibidos com o tratamento intraganglionar de Vacuolin-1 e, por consequéncia, contribuido para o
efeito anti-hiperalgésico. Todavia, estudos que realizaram a inibigdo ou deple¢do de canais P2X7

no GRD-L5 mostraram a reducdo da hiperalgesia induzida por CFA (Neves et al., 2020) e a
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diminuicdo da resposta nociceptiva pela injecdo de capsaicina na pata (Lemes et al., 2018),
confirmando a liberacdo de moléculas ATP no GRD durante a sensibilizacdo e nocicepcao.

Para o fechamento das avaliacbes comportamentais decidimos administrar em conjunto os
dois inibidores (}°Panx e Vac-1) no ganglio da raiz dorsal (L5-direto) de ratos e, ap6s 30 minutos,
aplicar na pata ipsilateral a carragenina, PGE: e capsaicina, em grupos distintos. O intuito deste
ensaio foi verificar se os canais Panx1 e o processo de exocitose estariam ocorrendo de forma
sinérgica durante a nocicepcao e hiperalgesia. Os dados obtidos indicaram que apenas no teste da
capsaicina houve um efeito cumulativo, isto é, a inibi¢do de canais Panx1 somado ao bloqueio da
exocitose de vesiculas no GRD reduziram ainda mais a resposta nociceptiva. Sugere-se entao, que

durante ativacéo de fibras C, os dois eventos ocorram independentemente.

Em conjunto, nosso estudo demonstrou pela primeira vez o envolvimento de canais Panx1
e 0 processo de exocitose em processos de dor inflamatoria, neuropética e na resposta nociceptiva.
Além disso, comprovou que ativacao de células do GRD por KCl e a estimulacéo pela citocina IL-

1B promovem a liberacao extracelular de ATP.
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7. CONCLUSOES DOS RESULTADOS

v" No ensaio de imunofluorescéncia do GRD-L5 encontramos estoques de ATP distribuidos
nos corpos de neurdnios do tipo A e C bem como em células glias.

v A expressdo de canais Panx1 foram co-localizados com estoques de ATP em células do
GRD-L5.

v A administracdo de KCI em culturas do GRD promove a liberacdo de moléculas de ATP
pelo mecanismo de exocitose de vesiculas.

v Acitocina IL-1B promove 0 aumento dos niveis extracelulares de ATP nas culturas do GRD.

v Canais Panx1 presente no GRD participa do desenvolvimento da hiperalgesia mecanica
induzida pela carragenina mas ndo pela PGE..

v/ Panxl se mostra importante na resposta nociceptiva induzida pela capsaicina e na
sensibilizagdo periférica induzida por quimioterapico, apenas na fase aguda.

v" No modelo de neuropatia crénica por paclitaxel, os camundongos Panx1-KO também
desenvolvem dor cronica periférica apesar de apresentaram reduzida hiperalgesia mecanica
na fase inicial.

v O processo de exocitose de vesiculas que ocorre no GRD é importante para sensibilizacdo
periférica induzida pela carragenina, IL-1f, PGE2 e na nocicepgdo pela ativacédo de fibras C.

8. CONCLUSAO GERAL

Os resultados obtidos neste trabalho nos mostram um importante cenario sobre mecanismos
moleculares que ocorrem no ganglio da raiz dorsal durante a transmissdo do sinal nociceptivo e
sensibilizacdo neuronal. Esta claro que existe uma comunicacdo nao sinaptica no GRD que € tdo
importante quanto as sinapses presentes no sistema nervoso central. Embora ainda sejam
necessarios estudos mais aprofundado sobre a sinalizagdo de ATP, o presente trabalho demostrou
dois importantes componentes envolvidos na sensibilizacdo periférica, canais Panx1 e exocitose de
vesiculas, que estdo constantemente participando da liberacdo de ATP. Esses novos achados
ampliam novas perspectivas sobre o papel do ATP como molécula sinalizadora no ganglio sensorial

na transmissao sensorial de dor.
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9. FIGURAS SUPLEMENTARES
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Figura Sup. 1: Niveis de ATP extracelular sobre tratamento isolado dos inibidores Vac-1 e Panx. As drogas
Vac-1 (30 uM) e %Panx (100 uM) néo alteraram os niveis de ATP em relagdo ao grupo controle (Buffer). Os resultados

estdo expressos como média + erro padrdo da média. ANOVA uma via. p<0.05.
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Figura Sup. 2: Analise de viabilidade celular em culturas primarias do GRD. Ensaio de MTT realizado em culturas
de 48 horas tratadas com KCI (50 mM) por 2 minutos ou IL-1 (0.1 pg/ul) por 3 horas. N&o houve diferenga quanto a

viabilidade celular entre os grupos analisados. ANOVA uma via. p<0.05.
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Figura Sup. 3: Avaliagéo do limiar mecanico basal da pata de ratos tratados com os inibidores. A- Intensidade
de hiperalgesia mecanica da pata de ratos 30, 60 e 120 minutos apds injecéo i.gl. de veiculo (Salina) ou °Panx (50
HM). A- Intensidade de hiperalgesia mecénica da pata de ratos 30, 60 e 120 minutos apds inje¢do i.gl. de veiculo (Salina
+0,1% DMSO) ou Vac-1 (30 uM). Néo ha diferencas significativas no limiar mecénico entre 0s grupos em todos 0s
tempos avaliados. Os resultados estdo expressos como média + erro padrdo da média. ANOVA duas vias seguida do

teste de multiplas comparagdes Tukey. (n=4). p<0.05.
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Figura Sup. 4: Avalia¢do do limiar mecéanico basal da pata de camundongos WT e KO. N&o houve diferenca
significativa entre limiar basal da pata de camundongos KO e WT, direita e esquerda. Os dados estdo expressos como
média + erro padrdo da média. ANOVA uma via. Camundongos (n=4; KO e WT). p<0.05.
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ANEXO 1 - Certificado CEUA: 4566-1/2017.

A

2 )
v i \
fc.\' o
unNicAMP - ot 4‘
CEUA/UNICAMP
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CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada Estudo da liberacdo de ATP no génglio da raiz dorsal em dor

aguda e _inflamatéria, registrada com o n° 4566-1/2017, sob a responsabilidade de Prof. Dr. Carlos

Amilcar_Parada e Julia Borges Paes Lemes, que envolve a produgéo, manuteng&o ou utilizagdo de

animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem) para fins de pesquisa cientifica
(ou ensino), encontra-se de acordo com os preceitos da LEI N° 11.794, DE 8 DE OUTUBRO DE 2008, que
estabelece procedimentos para o uso cientifico de animais, do DECRETO N° 6.899, DE 15 DE JULHO DE
2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentagdo Animal
(CONCEA), tendo sido aprovada pela Comissio de Etica no Uso de Animais da Universidade Estadual
de Campinas - CEUA/UNICAMP, em 14 de julho de 2017.

Finalidade: ( )Ensino ( X') Pesquisa Cientifica
Vigéncia do projeto: 05/06/2017-05/03/2021

Vigéncia da autorizagdo para manipulagao | 14/07/2017-05/03/2021

animal:

Espécie / linhagem/ raga: Rato heterogénico / HanUnib: WH (Wistar)
No. de animais: 238

Peso / Idade: 07 semanas / 200g

Sexo: machos

Origem: CEMIB/UNICAMP

A aprovagéo pela CEUA/UNICAMP néo dispensa autorizagéo prévia junto ao IBAMA, SISBIO ou CIBio e é
restrita a protocolos desenvolvidos em biotérios e laboratérios da Universidade Estadual de Campinas.

Campinas, 14 de julho de 2017.

/

I

N
Profg. Dra. Liana Maria Cardoso Verinaud Fétimé‘ﬁdgnso ‘
Presidente Secretéaria Executiva

IMPORTANTE: Pedimos ateng&o ao prazo para envio do relatério final de atividades referente a este protocolo: até 30 dias
apds o encerramento de sua vigéncia. O formulario encontra-se disponivel na pagina da CEUA/UNICAMP, 4rea do

pesquisador responsavel. A nio apresentagdo de relatério no prazo estabelecido impedira que novos protocolos
sejam submetidos. ’



ANEXO 2 - Certificado Adendo CEUA: 4566-1(A)/2019.
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CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada Estudo da liberagéo de ATP no géngqlio da raiz dorsal em dor

aquda c Inflamatéria, registrada com o n° 4566-1(A)/2019, sob a responsabilidade de Prof. Dr. Carlos

Amilcar Parada e Julia Borges Paes Lemes, que envolve a produgdo, manuteng&o ou utilizagdo de
animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem) para fins de pesquisa cientifica

(ou ensino), encontra-se de acordo com os preceitos da LEI N° 11.794, DE 8 DE OUTUBRO DE 2008, que
estabelece procedimentos para o uso cientlfico de animais, do DECRETO N° 6.899, DE 15 DE JULHO DE
2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentagao Animal
(CONCEA), tendo sido aprovada pela Comissio de Etica no Uso de Animais da Universidade Estadual
de Campinas - CEUA/UNICAMP, em 13/06/2019.

Finalidade: () Ensino ( X) Pesquisa Cientifica
Vigéncia do projeto: 01/07/2019 a 02/03/2021

Vigéncia da autorizagdo para manipulagao | 13/06/2019 a 02/03/2021

animal:

Espécie / linhagem/ raga: Rato heterogénico / HanUnib: WH (Wistar)
No. de animais: 24

Idade/Peso: 7.00 Semanas / 200.00 Gramas

Sexo: 24 Machos

Espécie / linhagem/ raga: Rato heterogénico / HanUnib: WH (Wistar)
No. de animais: 24

Idade/Peso: 7.00 Semanas / 200.00 Gramas

Sexo: 24 Machos

Espécie / linhagem/ raga: Rato heterogénico / HanUnib: WH (Wistar)
No. de animais: 27

|dade/Peso: 4.00 Semanas / 120.00 Gramas

Sexo: 27 Machos

Espécie / linhagem/ raga: Rato heterogénico / HanUnib: WH (Wistar)
No. de animais: 24

Idade/Peso: 7.00 Semanas / 200.00 Gramas

Sexo: 24 Machos

Espécie / linhagem/ raga: Rato heterogénico / HanUnib: WH (Wistar)
No. de animais: 30

Idade/Peso: 7.00 Semanas / 200.00 Gramas

Sexo: 30 Machos

Espécie / linhagem/ raga: Rato heterogénico / HanUnib: WH (Wistar)
No. de animais: 24

Idade/Peso: 4.00 Semanas / 120.00 Gramas 4}
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Sexo: 24 Machos

Origem: CEMIB/UNICAMP

Biotério onde serio mantidos os animais: Biotério LED, Area de Fisiologia e Biofisica, DBEF/IB
/UNICAMP

A aprovagio pela CEUA/UNICAMP ndo dispensa autorizag&o prévia junto ao IBAMA, SISBIO ou CiBio e &
restrita a protocolos desenvolvidos em biotérios e laboratérios da Universidade Estadual de Campinas.

Campinas, 14 de junho de 2019.

Lo

Prof. Dr. \Aggner José Havaro
Presidente

el

Rosangela dos Santos

Secretéria Executiva

IMPORTANTE: Pedimos atencao ao prazo para envio do relatério final de atividades referente a este protocolo; até 30 dias apds o encerramento de sua
vigéncia. O formulério encontra-se disponivel na pigina da CEUNUNICAMF drea do pesquisador responsavel. A nio apresentagio de relatério

no prazo estabelecido impediréd que novos pr
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ANEXO 3 - Certificate IACUC: 00001131.

TEEEBER  Montefiore

Jorge W, Larcnoa
WCUC Administraior
Irsiufona Animal Care and Use Commites

Jack and Pear Resnick Campus
12325 Miowris Fark Aee, Broes, MY 10481
Te: 7188357152 Faa- T18.852. 1853

jerem larsrcaf minsteinmed g

April 22, 2021

Animal Use Protocol Title: Pannexin 1 channels and ATP signaling in
mechanisms of peripheral pain sensitization

Animal Use Protocol Number: 00001131

Principal Investigator: Dr. Sylvia O. Suadicani

To Whom It May Concemn:

The animal expenmentation performed by Julia Lemes in the laboratory of Dr.
Suadicani was cover by protocol number 00001131, This protocol was reviewed and
approved by the Institutional Animal Care and Use Committee (IACUC) on 06/17/2020
for a three-year penod extending through 06/17/2023.

Our approved Animal Welfare Assurance (D16-00200) i= on file with the Office for
Laboratory Amimal Welfare. Albert Einstein College of Medicine has been fully accredited
by the Association for the Assessment and Accreditation of Laboratory Animal Care
(AAALAC) since February 22, 1983.

Jorge N. Larocca, PhD
Administrator
Institutional Animal Care and Use Committee
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ANEXO 4 - Declaracéo de direitos autorais:
Declaracéao

As copias de artigos de minha autoria ou de minha co-autoria, ja publicados ou submetidos para
publicacdo em revistas cientificas ou anais de congresso sujeitos a arbitragem, que constam da
minha Dissertacdo/Tese de Mestrado/Doutorado, intitulada Estudo da liberacdo de ATP mediada
por Panx1 e exocitose no ganglio da raiz dorsal: efeito sobre a nocicepcao e hiperalgesia, ndo
infringem os dispositivos da lei n.° 9.610/98, nem o direito autoral de qualquer editora.

Campinas, 20 de agosto de 2021

%9

Vg -

Assinatura: /
Nome do(a) autor(a): Julia Borges Paes Lemes
RG n.° 15.226.919

Assinatura: T Lha Lo o
Nome do(a) orientador(a): Carlos Amilcar Parada
RG n.° 7962.382




