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RESUMO

Sabe-se que os receptores PPAR fazem parte de uma familia de receptores nucleares
qgue regulam uma série de processos relacionados a homeostase lipidica e da glicose,
sendo os receptores PPAR-y importantes moduladores de diversos processos de
natureza inflamatdria e imunoldgica, incluindo a dor. Dados recentes de nosso grupo
de pesquisa demonstraram que o consumo de dieta hiperlipidica por 3, 6 e 9 semanas
€ capaz de induzir hipoalgesia no modelo de dor inflamatéria aguda induzida pela
carragenina. Além disso, demonstramos que esta hipoalgesia ndo € mediada por
receptores opidides periféricos. Nesse sentido, 0 objetivo desse estudo foi avaliar o
possivel envolvimento dos receptores PPAR-y periféricos e centrais na modulacdo da
hipoalgesia em camundongos tratados com dieta hiperlipidica. Para isso, foram
utilizados camundongos machos Swiss, provenientes do CEMIB/UNICAMP, sob
parecer do CEUA (Comisséo de Etica no Uso dos Animais, protocolo nimero 4256-
1). Os animais foram divididos em 2 grupos, um alimentado com dieta padrao e outro
com dieta hiperlipidica 45%. Para avaliar o envolvimento dos receptores PPAR-y na
hipoalgesia em animais tratados com dieta hiperlipidica, utilizamos o antagonista
seletivo dos receptores PPAR-y, 0 GW9662, administrado por via intraplantar ou
intraperitoneal, 30 minutos antes da administracdo de carragenina (100ug/20uL),
seguida 3 horas apoés pela serotonina (75ug/20uL). Para avaliacdo do comportamento
doloroso foi utilizada uma caixa de observacao espelhada 30x30 cm e foi mensurada
a quantidade de flinchs (levantamento de pata) e tempo de coceira nos animais apos
receberem administracdo subcutanea de carragenina e serotonina. Verificamos que o
pré-tratamento com GW9662, por via intraplantar, foi capaz de reverter a hipoalgesia
em animais tratados com dieta hiperlipidica por 3, 6 e 9 semanas de dieta (p<0.05,
teste de Tukey, n=5). A administracdo de GW9662 na pata contralateral também
também reverteu essa resposta hipoalgésica induzida pelo consumo de dieta
hiperlipidica (p<0.05, teste T, n=5), sugerindo um componente central nesta resposta.
A administracdo intraperitoneal também foi capaz de reverter a hipoalgesia apenas

em animais tratados por 9 semanas (p<0.05, teste de Tukey, n=5). Esses resultados



sugerem que os receptores PPAR-y periféricos e centrais estdo envolvidos na
modulacdo da hipoalgesia induzida pelo consumo de dieta hiperlipidica e que a
administracdo do antagonista por via periférica parece ser mais efetiva que a

administracéo sistémica.

Palavras chaves: hipoalgesia, receptores PPAR-y, dieta hiperlipidica.
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ABSTRACT

It is well known that PPAR receptors are part of a family of nuclear receptors that
regulate a number of processes related to lipid and glucose homeostasis, and PPAR-
y receptors are important modulators of several inflammatory and immunological
processes, including pain. Recent results from our research group have demonstrated
that the intake of high-fat diet for 3, 6 and 9 weeks was able to induce hypoalgesia in
a model of acute inflammatory pain. In addition, we have also shown that this
hypoalgesia is not mediated by peripheral opioid receptors. Therefore, the aim of this
study was to evaluate the involvement of peripheral and central PPAR-y receptors in
the modulation of hypoalgesia in mice treated with high-fat diet. For this, Swiss male
mice, from CEMIB/UNICAMP, were used, under approved of CEUA (Ethics Committee
on the Use of Animals, protocol # 4256-1). The animals were separated into 2 groups,
one that received a normal fat-diet and another that received 45% high-fat diet. To
evaluate the involvement of PPAR-y receptors in hypoalgesia induced by high-fat diet,
we used the selective antagonist of the PPAR-y receptor, GW9662, administered 30
minutes (subcutaneous or intraperitoneal) before carrageenan (100ug/20ulL), followed
3 hours later by serotonin (75ug/20uL). To evaluate the nociceptive behavioral
responses, we used a 30x30 cm mirrored observation box and the amount of flinchs
and time of itching in the animals after subcutaneous administration of carrageenan
and serotonin. We verified that intraplantar pre-treatment with GW9662 was able to
modulate the hypoalgesia in mice treated with high-fat diet for 3, 6 and 9 weeks
(P<0.05, Tukey test, n=5) and that the administration of GW9662 in the contralateral
paw also reversed this response (p<0.05, T test), suggesting a central component in
this response. Intraperitoneal administration was also able to reverse hypoalgesia, but
only in animals treated for 9 weeks (p<0.05, Tukey test, n=5). These results suggest
that peripheral and central PPAR-y receptors are involved in the modulation of
hypoalgesia induced by high-fat diet consumption and that peripheral administration is

more effective than systemic administration.



Keywords: hypoalgesia, PPAR-y receptors, high-fat diet.
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1. INTRODUCAO

Estimativas indicam que até 2025 cerca de 2,3 bilhdes de pessoas
apresentardo quadro de sobrepeso e mais de 700 bilhbes de pessoas serao
clinicamente obesas em todo o mundo (WHO, 2015). Especificamente no Brasil,
estudos epidemiolégicos revelam que cerca de 38,8 milhdes de pessoas ou seja,
40,6% da populacéo brasileira com mais de 20 anos de idade apresenta sobrepeso e
destas, 10,5 milhdes sdo clinicamente obesas (POF, IBGE 2015). Sabe-se que a
obesidade é frequentemente associada a altos indices de morbidade e mortalidade
(CALLE et al., 1999; JANKE et al., 2015). Além disso, existem evidéncias que
associam a obesidade ao desenvolvimento de diversos tipos de patologias, nas quais

a dor é um dos principais sintomas (KOYANAGI et al., 2015).

Os mecanismos de associacao entre obesidade e dor ainda ndo sao bem
estabelecidos. Sdo sugeridos mecanismos biomecanicos (resultantes de
desalinhamentos e sobrecargas articulares que podem gerar lesées musculo-
esqueléticas e dor) (FABRIS DE SOUZA et al., 2005; FELSON et al., 2004), sensoriais
(alteracdes no processamento da informacéo dolorosa) (KHIMICH, 1997; RAMZAN et
al., 1993) e inflamatorios (resultantes de mecanismos multifatoriais, p.ex. o papel do
tecido adiposo na inflamacao subclinica) (HOTAMISLIGIL, 2000). Sobre o papel do
tecido adiposo na dor, sabe-se que ele é capaz de alterar respostas enddcrinas e
metabdlicas e, consequentemente, influenciar respostas inflamatérias e dolorosas
(LEE et al., 2005), a partir do seu envolvimento com a producéo de citocinas proé-
inflamatérias, como TNF-q, IL-6 e IL-18 (KERSHAW; FLIER, 2004).

Recentemente, nosso grupo de pesquisa desenvolveu um estudo para
avaliar se o processo de ganho de peso com o consumo de dieta hiperlipidica
modularia a sensibilidade dolorosa a estimulos inflamatérios. Os resultados
demonstraram que os animais tratados com dieta hiperlipidica apresentam menor
resposta dolorosa a estimulos inflamatérios quando comparados aos animais tratados
com dieta padrdo (Figura 1A). A partir de entdo, analisamos se o sistema opibide
periférico estaria envolvido nessa resposta. Os resultados demonstraram que a
administracdo da naloxona, um antagonista ndo seletivo do sistema opidide, néao foi
capaz de reverter a diminui¢cdo da resposta dolorosa apods 3 (Figura 1B), 6 (Figura 1C)
e 9 semanas (Figura 1D) de dieta hiperlipidica, sugerindo que o sistema opidide

periférico ndo esta envolvido nessa modulagéo dolorosa.
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Figura 1
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Fig. 1. Dieta hiperlipidica induz hipoalgesia ndo mediada pelos receptores opiodides periféricos.

A administracao de carragenina (Cg, estimulo inflamatdrio) em camundongos com dieta padréo induziu

resposta comportamental dolorosa significativamente maior do que os outros tratamentos, como

indicado pelo simbolo “*” (A, p<0,05, Two Way ANOVA, Bonferroni). A administracdo de naloxona (1;

2,5 e 5ug; pré-tratamento de 30 minutos) ndo reverteu a diminuicdo da dor apés 3 semanas de dieta

hiperlipidica (B, p>0,05, Teste Tukey). A Naloxona (5ug; pré-tratamento de 30 minutos) também né&o

reverteu a diminuicdo da dor apds 6 (C, p>0,05, Teste Tukey) ou 9 semanas de dieta hiperlipidica (D,
p>0,05, Teste Tukey).
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Os receptores PPAR fazem parte de uma familia de receptores nucleares
(PPAR-a, PPAR-B/d e PPAR-y) que regulam uma série de processos relacionados a
homeostase de lipideos (SZATMARI et al., 2006; SMITH 2002) e da glicose (KIM,;
AHN, 2004). Os receptores PPAR sado importantes moduladores de diversos
processos inflamatorios e imunoldgicos (IBARRA-LARA et al., 2016; MASSARO et al.,
2016), incluindo processos dolorosos (FEHRENBACHER et al., 2009, NAPIMOGA et
al. 2008). Especificamente, os receptores PPAR-y sdo expressos em diversas células
do sistema imunoldgico, incluindo macrofagos e monaocitos (GREENE et al., 1995,
BRAISSANT et al., 1996). Um dos seus ligantes enddgenos € a prostaglandina 15-
deoxy-A?>14-PGJ2 (15d-PGJ2), um derivado do metabolismo da Prostaglandina Dz,
que € produzida por células do sistema imune (STRAUSS; GLASS, 2001,
ZINGARELLI; COOK, 2005). O mecanismo de acao dos receptores PPAR, de maneira
geral e simplificada, baseia-se na modulacdo da transcricdo génica (KREY et al.,
1993; IIPENBERG et al., 1997). Como resultado especifico da ativacdo de receptores
PPAR-y, ha importante modulagao dos processos inflamatérios e, consequentemente,
da dor. Tem sido descrito que a terapia com agonistas de receptores PPAR-y reduz
marcadores inflamatoérios de adeséo celular (ICAM-1, CD11b/CD18 e P-selectina), de
citocinas (TNF-a, IL-12, MCP-1 e MCP-3), INOS, e a ativacao de fatores de transcricao
(Egr-1, Jun, AP-1 and NF-kB) (para revisdo: MORAES et al., 2006). E interessante
ressaltar que a 15d-PGJ2, por si s6, também €& capaz de regular negativamente a
expressdo de NF-kB (RICOTE et al.,1998; STRAUS et al., 2000), via inibicdo da I-kB
quinase ou diretamente via interacdo com a NF-kB (ROSSI et al., 2000). Essa
regulacdo negativa resulta, em ultima instancia, na inibicdo da ativacdo do gene da
COX2 e na reducdo da liberagcdo de prostaglandinas (ROSSI et al.,, 1997,
SUBBARAMAIAH et al., 2001), um potente mediador inflamatério capaz de

sensibilizar os nociceptores aferentes primarios.

Considerando-se a dor uma manifestacao de alerta ao organismo sobre a
presenca de estimulos potencialmente lesivos, a diminuicdo da sensibilidade dolorosa
a esses estimulos pode resultar em lesdes. Portanto, a associacao da obesidade com
a diminuicdo da sensibilidade dolorosa a estimulos inflamatérios € potencialmente
prejudicial ao organismo. Sendo assim, o objetivo do presente estudo foi avaliar o
envolvimento dos receptores PPAR-y periféricos e centrais como moduladores da dor

inflamatoria em camundongos submetidos a dieta hiperlipidica.
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Objetivo Geral: O objetivo do presente estudo foi avaliar o envolvimento
dos receptores PPAR-y periféricos e centrais como moduladores da dor inflamatoria

em camundongos submetidos a dieta hiperlipidica.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Animais:

Foram utilizados camundongos Mus musculus (machos) da linhagem
Swiss, provenientes do CEMIB-UNICAMP. Os animais foram mantidos no biotério
da FCA em gaiolas plasticas (cinco por gaiola) contendo maravalha, em ambiente
com controle de luminosidade (ciclos claro/escuro de 12hs) com racdo e 4gua ad
libitum. Todos os procedimentos experimentais foram previamente aprovados pelo
Comité de Etica em Pesquisa Animal da Universidade Estadual de Campinas
(protocolo numero 4256-1) e seguiram as diretrizes propostas pelo comité para
pesquisa e ética da Associacdo Internacional para Estudo da Dor em animais
conscientes (ZIMMERMANN, 1983). Em particular, a duracdo dos experimentos
foi a menor possivel e o nimero de camundongos utilizados foi mantido ao minimo

necessario (aproximadamente cinco por grupo).

2.2. Procedimentos Gerais:

As sessOes de teste foram realizadas durante a fase clara entre 09:00
e 17:00h em sala silenciosa, com temperatura ambiente mantida a 25°C
(ROSLAND, 1991). Durante o teste os animais nao tiveram acesso a agua ou a
comida. Para minimizar o estresse durante as sessOes experimentais, 0s animais
foram previamente manipulados pelo pesquisador por um periodo de sete dias.
Para a realizacdo das analises comportamentais uma caixa de observacao
medindo 30x30x30 cm com base e 3 laterais espelhadas e frente de vidro foi
utilizada. Cada animal foi inicialmente colocado e mantido na caixa por 10 minutos
para habituar-se ao ambiente de experimentagc&do e minimizar o estresse (ABBOTT
et al., 1986).

2.3. Dieta:

Dois dias apdés chegarem ao biotério da FCA, os animais foram
selecionados conforme os grupos experimentais. O grupo controle recebeu dieta
padrdo e 0s grupos teste, dieta hiperlipidica. Para os grupos que receberam dieta
hiperlipidica, inicialmente e até completarem 6 semanas, a suplementacao foi com

dieta de crescimento, e ap0s esse periodo, com dieta de manutencéo. A dieta
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hiperlipidica foi preparada usando como referéncia a composi¢cdo descrita na
Tabela 1.

Tabela 1: Composicdo nutricional da dieta hiperlipidica de manutencéo

DIETA DE MANUTEN(}AO
_ ) % do
Ingrediente | Quantidade
Kcal total
(9) .
caldrico
Amido 167,1 668,4
Malto 125 500 41,61
Sacarose 201 804
Caseina 167 668 14,09
Oleo de
_ 40 360
soja 4557
Banha 200 1800
Minerais 35 0
Vitaminas 10 0
Fibras 50 0
L-cistina 2,4 0
Bit. de
) 25 0
colina
TOTAL 1000 4800,4 | 101,27

2.4. Inducédo da Dor Inflamatéria:

A dor inflamatdria foi induzida através da administracao de carragenina
no tecido subcutaneo da pata dos camundongos. A carragenina induz
sensibilizacdo do nociceptor aferente primario sem manifestacdo de
comportamentos dolorosos. Sendo assim, uma estimulagdo sublimiar mecanica ou
guimica é necessaria para evidenciar esse processo. No presente estudo,
utilizamos um estimulo quimico, através da administracdo subcutdnea de
serotonina (5-HT) (TEIXEIRA, 2010). Esse estimulo foi administrado 3 horas apés

a carragenina, uma vez que esse € o periodo de pico da resposta da carragenina.
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As respostas comportamentais caracterizadas pelo ato de levantar reflexamente e
de cocar a pata submetida & administragcdo subcutanea da carragenina foram
guantificadas durante o periodo de 60 min, divididos em 10 blocos de 6 min. A
intensidade da resposta comportamental foi quantificada somando-se o nimero de
vezes que o animal levantou a pata reflexamente com o tempo que ele passou
cocando a pata afetada (PARADA et al, 2001).

2.5. Administracao intraplantar de drogas:

As diferentes drogas (carragenina, serotonina e GW9662) foram
administradas via intraplantar na face dorsal da pata traseira dos animais atraves
de uma seringa Hamilton de 50uL e agulha 30 gauge acoplada a uma canula de

polietileno. O volume final injetado foi de 20uL.

2.6. Administracao intraperitoneal de drogas:
O GW9662 (2mg/Kg) foi administrado no quadrante inferior direito da
regiao peritoneal do camundongo através de uma seringa de 1 mL acoplada a uma

agulha hipodérmica 26 Gauge (BD). O volume final injetado foi de 250uL.

2.7. Drogas e Doses:

Carragenina (100ug/20uL) e serotonina (75ug/20uL) (Conforme
estabelecido no projeto anterior) foram administrados no tecido subcutaneo da
pata dos animais. O antagonista seletivo de receptor PPAR-y, GW9662 (2-chloro-
5-nitro-N-phenylbenzamide), foi administrado no tecido subcutaneo nas doses 1.5,
3 e 9ng/20uL e por via intraperitoneal na dose de 2mg/Kg (GRIGGS et al., 2015).

Todas as drogas foram obtidas da Sigma Aldrich e diluidas em salina.

2.8. Analise dos Dados:

Os dados com homogeneidade de variancia foram analisados através
da aplicacdo do teste estatistico One-Way andlise de variancia (ANOVA).
Comparacdes multiplas foram realizadas aplicando-se o teste de Tukey. Quando
apropriado o teste T foi aplicado. Para todos os testes o nivel de significancia foi
estabelecido em P<0,05. Os dados foram apresentados pela média + o Erro
Padréo. O programa Prisma foi utilizado para a realizagdo dos calculos

estatisticos.
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2.9. Resumo do Delineamento experimental:

2.9.1. Avaliacdo do envolvimento dos receptores PPAR-y na modulagéo da

hipoalgesia em camundongos tratados com dieta hiperlipidica:

Considerando-se os dados anteriores do nosso grupo de pesquisa, que
demonstraram que, em camundongos submetidos a dieta hiperlipidica, a reducéo da
resposta dolorosa a estimulos inflamatérios é independente da ativacéo de receptores
opidides periféricos, avaliamos nesse projeto o envolvimento dos receptores PPAR-y
nesta resposta. Para isso, os animais foram pré-tratados com GW9662 (1,5 ng/20ul)
no tecido subcutaneo da pata traseira do animal ou por via intraperitoneal, 30 ou 15
minutos antes do estimulo inflamatério (carragenina/serotonina), respectivamente, e
a resposta dolorosa foi avaliada trés horas apo6s a carragenina. Como a reducéo da
resposta dolorosa ao estimulo inflamatério ocorreu na 32, 62 e 92 semana de dieta
hiperlipidica, o envolvimento dos receptores PPAR-y foi avaliado nesses mesmos
periodos. E importante esclarecer que um grupo foi destinado & avalia¢do apenas na
32 semana, um segundo grupo foi destinado a avaliacdo na 62 semana e um terceiro
grupo foi destinado a avaliacdo na 92 semana. Como controle do GW9662 foi utilizada

salina e como controle da dieta hiperlipidica foi utilizada dieta padréo.
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3. RESULTADOS

Com objetivo de avaliar o papel dos receptores PPAR-y periféricos no
desenvolvimento da hipoalgesia em animais que consumiram dieta hiperlipidica,
testamos se o pré-tratamento intraplantar com GW9662 seria capaz de reverter a
hipoalgesia induzida em animais pré-tratados com dieta hiperlipidica. Verificamos que
0 pré-tratamento com GW9662 (9ng, mas nao 1,5 e 3ng, intraplantar) foi capaz de
reverter a hipoalgesia em animais tratados com dieta hiperlipidica por 3 semanas (Fig
2A) e que a dose menor de 1,5 ng foi capaz de exercer o mesmo efeito em animais
tratados ha 6 (Fig 2B) e 9 semanas (Fig. 2C) (p<0,05; Anova, Teste Tukey). Esses
resultados demonstram que os receptores PPAR-y participam da hipoalgesia induzida
em animais que consumiram dieta hiperlipidica. A administracdo de GW9662 na pata
contralateral, testado apenas na terceira semana, também reverteu essa resposta

hipoalgésica (Fig. 2A p<0.05; Test T), sugerindo um efeito central do GW9662.
Figura 2.
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C) Nona semana
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Fig.2: Envolvimento dos receptores PPAR-y periféricos na hipoalgesia observada em animais
gue consumiram dieta hiperlipidica. A administracdo intraplantar de GW9662 reverteu o
comportamento hipoalgésico em animais que consumiram a dieta hiperlipidica nas 3 semanas
avaliadas, conforme indicado pelo simbolo “*” (p<0.05; teste Tukey). A administracdo de GW9662 na
pata contralateral a carragenina também reverteu a hipoalgesia, conforme indicado pelo simbolo “#”
(p<0.05; Teste T). Legenda: DP = Dieta Padrao; DH = Dieta Hiperlipidica; Cg = Carrragenina; CTRL

= contralateral.

A sequir, avaliamos o envolvimento dos receptores PPAR-y sistémicos na
hipoalgesia em animais que consumiram dieta hiperlipidica. Para isso, realizamos o
mesmo pré-tratamento com GW9662, entretanto, nesse momento, a via de
administracdo foi intraperitoneal. Os resultados demonstraram que o pré-tratamento
com GW9662 (2mg/Kg, i.p.) foi capaz de reverter a hipoalgesia em animais tratados
com dieta hiperlipidica por 9 semanas de dieta (Fig 3C) (p<0,05; Anova, teste Tukey),
mas nao por 3 (Fig 3A) e 6 semanas (Fig. 3B) (p>0,05; Anova). Esses resultados
confirmam os resultados anteriores de que os receptores PPAR-y estédo envolvidos na
hipoalgesia observada em animais que consumiram dieta hiperlipidica e apontam que

0s receptores periféricos talvez sejam mais eficientes nesse processo.
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Figura 3.
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Fig.3: Envolvimento dos receptores PPAR-y sistémicos na hipoalgesia observada em animais

que consumiram dieta hiperlipidica. A administracdo intraperitoneal de GW9662 reverteu o

comportamento hipoalgésico observado em animais que consumiram dieta hiperlipidica apenas na 92

semana de avaliagédo, conforme indicado pelo simbolo “*” (p<0.05; Anova, teste de Tukey). Legenda:

DP = Dieta Padréo; DH = Dieta Hiperlipidica, Cg = Carragenina.
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4. DISCUSSAO E CONCLUSOES

Sabe-se que o consumo de dieta hiperlipidica é um importante fator para o
desenvolvimento da obesidade nas sociedades modernas (STEIN; COLDITZ, 2004,
MORENO; RODRIGUEZ, 2007) e que individuos obesos apresentam inflamacéo
subclinica, que €é caracterizada pela elevacdo dos niveis de proteina C reativa
(BOCHUD et al., 2009), migracao de neutréfilos (NIJHUS et al., 2009) e elevacéo dos
niveis de citocinas inflamatdrias como TNF-a, IFN-Y, IL-5, IL-12 e IL-13 (SCHIMITDT
et al., 2015). A resposta inflamatdria associa-se a fatores mdiltiplos, dentre eles
destacam-se a inflamac&o hipotalamica, resisténcia a insulina e a leptina
(CAVALHEIRA et al., 2003; HOWARD et al., 2004; DE SOUZA et al., 2005), os quais
correlacionam-se, inclusive, com descompensacéao do equilibrio entre gasto e ganho
energético. Os receptores Toll Like (TLR), em especial o Toll like 4 (KIM et al., 2012),
tém sua ativacao relacionada a oferta de acidos graxos na dieta, dentre eles os
saturados, presentes em excesso nas dietas caracterizadas como hiperlipidicas (SHI
et al., 2006). Eles dao inicio a uma série de reacdes intracelulares relacionadas a via
das JNK (HIROSUMI et al., 2002) e IKK (KANG et al., 2017), as quais ativam a via do
NF-KB (ARKAN et al., 2005) e inibem as vias da p65 e p50 culminando na producéo

de citocinas pro-inflamatorias (TANG et al., 2010).

Muitos estudos vém correlacionando a obesidade ao desenvolvimento de
dor crénica (XU et al., 2014; HASHIMOTO et al., 2017; GHEZELBASH et al., 2017).
Um mecanismo interessante, e que vem sendo descrito como importante no
desenvolvimento da obesidade é a ativacao de receptores PPAR-y (KADOWAKI et
al., 2002). Sabe-se que os PPAR-y fazem parte de uma familia de receptores
nucleares, constituidos pelos receptores PPAR-a, PPAR-6 e PPAR-y que agem como
importantes fatores de transcricdo (KOTA et al., 2005) e que podem ser ativados por
uma ampla variedade de ligantes, dentre eles os acidos graxos e seus derivados
(DELERIVE et al., 2000; DERVEHAND et al., 1996; FORMAN et al., 1997; KLIEWER
et al., 1995, NAGY et al., 1998). Eles estdo envolvidos com o metabolismo lipidico e
dos carboidratos (CHO et al., 2008), além de estarem envolvidos com a diferenciacao
de macrofagos (ISSEMANN; GREEN, 19909). Especificamente, os receptores PPAR-
y sao subdivididos em 2 subunidades: os receptores PPAR-y1 and PPAR-y2, sendo
os receptores PPAR-y2 expressos principalmente nos adipécitos (TONTONEZ et al.,

1994) e estdo envolvidos com a adipogénese (LI et al., 2016). Além disso, existem
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evidéncias de que o consumo de dieta hiperlipidica € capaz de elevar as taxas de
RNA mensageiro de receptores PPAR-y2 no tecido adiposo de camundongos (VIDAL-
PUIG et al.,, 1996) e que o consumo de dieta hiperlipidica induz hipertrofia dos
adipdcitos e resisténcia a insulina (KUBOTA et al., 1999). Também foi descrito que
camundongos knockout para PPAR-y2 apresentam uma diminuigcdo do acumulo de
acidos graxos no tecido adiposo em compara¢do com camundongos obesos normais
(MEDINA-GOMEZ et al., 2007).

Considerando-se essas evidéncias de que os receptores PPAR-y sao
importantes moduladores de células inflamatorias e do tecido adiposo, analisamos o
envolvimento desses receptores, expressos em tecidos periféricos e centrais, na
modulacdo da dor inflamatéria, previamente verificada por nosso grupo de pesquisa,
em animais submetidos a dieta hiperlipidica. Os resultados demonstraram que
receptores PPAR-y estdo envolvidos na modulagdo da hipoalgesia em animais que
consumiram dieta hiperlipidica e apontam que os receptores periféricos talvez sejam
mais eficientes nesse processo. E importante esclarecer que, embora o GW9662,
guando administrado na pata contralateral a carragenina, tenha revertido a resposta
hipoalgésica, ndo podemos excluir o envolvimento dos receptores PPAR-y expressos
no tecido subcutaneo da pata dos animais. Os resultados também apontam que, com
apenas 3 semanas de dieta hiperlipidica, ja existem alteracfes nas vias de sinalizacédo
da dor inflamatéria de forma a diminuir a percepcédo da dor, e que com 9 semanas, 0
envolvimento de receptores centrais parece ser mais proeminente. Esses dados séo
suportados por estudos que demonstram que os receptores PPAR, de forma geral,
sao importantes moduladores da hiperalgesia (MORGENWECK et al., 2010). Existem
evidéncias de que a ativacdo dos receptores PPAR-y modulam negativamente
diferentes condicBes dolorosas, como a dor neuropética (GRIGGS et al.,, 2015;
RAGHAVENDER et al., 2016), a dor induzida pelo consumo crénico de opidides
(CHARKHPOUR et al., 2015), a nocicepcéao induzida pela formalina (MANSOURI et
al., 2017) e a hiperalgesia induzida pela carragenina (HOUSHMAND et al., 2016;
QUINTANILLA et al,. 2014). Esses efeitos devem-se a expressao dos receptores
PPAR-y ndo sé no tecido adiposo mas também em fibroblastos, mondcitos,
macréfagos e neutrofilos (BRAISSANT et al.,, 1996; GREENE et al., 1995),
importantes células no processo de inflamacéo. Foi demonstrado que os receptores
PPAR-y exercem um papel na diferenciacdo e ativacdo de mondcitos no processo
inflamatorio (RICOTE et al., 1999; TONTONOZ et al., 1998), inibem a ativacéo de

macrofagos e neutréfilos (RICOTE et al.,, 1998; GREENE et al.,1995), diminuem a
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producdo de citocinas pro-inflamatorias, como o TNF-qa, IL-18 e IL-6 (JIANG et al
1998), e modulam a inflamacgao crénica em ratos (SANCHEZ-HIDALGO et al., 2005)
através da inibicdo da via do MCP-1 e das MAP quinases (FREITAG et al., 2014).
Finalmente € importante também destacar a funcéao génica dos receptores PPAR-y na
modulacdo do processo inflamatorio, via interferéncia na via do NF-kB, fator de
transcricdo AP-1 (WANG et al., 2001), e STAT-3 (WANG et al., 2003; LI et al., 2000).

Em suma, considerando-se as respostas do organismo ao consumo de
dieta hiperlipidica e que os receptores PPAR-y estdo perifericamente distribuidos
tanto no tecido adiposo quanto em células inflamatérias, nossos resultados sugerem
gue os receptores PPAR-y participam da hipoalgesia induzida pelo consumo de dieta
hiperlipidica, via células inflamatérias. Além disso, ha participacdo dos receptores
PPAR-y expressos no sistema nervoso central, especificamente em areas

relacionadas a sinalizacédo da dor inflamatoria.
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ANEXO 1 — CERTIFICADO DA APROVACAO PELA COMISSAO DE ETICA NO
USO DE ANIMAIS
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CEUA/UNICAMP
—_—eeee e e e
CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada ENVOLVIMENTO DOS RECEPTORES OPIOIDES E PPAR-y
PERIFERICOS E CENTRAIS NA MODULAGCAO DA DOR INFLAMATORIA_EM_CAMUNDONGOS
TRATADOS COM DIETA HIPERLIPiDlCA, registrada com o n° 4256-1, sob a responsabilidade de Profa.

Dra. Maria Claudia G. Oliveira Fusaro e Natilia Pereira as Silva, que envolve a produggo, manuten¢ao
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
Experimentagao Animal (CONCEA), tendo sido aprovada pela Comissao de Etica no Uso de Animais
da Universidade Estadual de Campinas - CEUA/UNICAMP, em 16 de agosto de 2016.

Finalidade: () Ensino (X)) Pesquisa Cientifica
Vigéncia do projeto: 01/08/2016-01/12/2017

Vigéncia da autorizacdo para manipulagio | 16/08/2016-01/12/2017

animal:

Espécie / linhagem/ raga: Camundongos Heterogénico / Unib:SW (Swiss)
No. de animais: 160

Peso / Idade: 03 semanas / 10g

Sexo: machos

Origem: CEMIB/UNICAMP

A aprovagdo pela CEUA/UNICAMP néo dispensa autorizago prévia junto ao IBAMA, SISBIO ou CIBio.

Campinas, 16 de agosto de 2016.

Al
Profa. Dra. Liana Maria Cardoso Verinaud Fatima Alonko/
Presidente Secretaria Executiva
IMPORTANTE: Pedimos atengdo ao prazo para envio do relatério final de atividades referente a este protocolo: até 30 dias
apés o encerramento de sua vigéncla. O formulério encontra-se disponivel na pagina da CEUA/UNICAMP, 4rea do
pesquisador responséavel. A n3o ap tagdo de relatério no prazo estabelecido impedira que novos protocolos
sejam submetidos.
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