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RESUMO

Apesar da relevancia clinica das dores musculares crénicas, 0S mecanismos
subjacentes a sua cronificacdo ainda ndo estdo completamente elucidados.
Sabe-se que a modulacdo da dor pode ocorrer nivel sistema nervoso periférico
e sistema nervoso central, sendo que a medula espinhal € o local de transmisséo
da dor da periferia para o sistema nervoso superior, que pode sofrer influéncia
das células ao seu redor de modo a modificar a comunicacao sinptica, assim
podendo induzir uma potencializacdo da dor. As células da glia, principalmente
astrocitos e micréglias do corno dorsal da medula espinhal, desempenham um
importante papel no sistema imunoloégico no sistema nervoso central e séo
associadas a diversas condi¢cOes dolorosas cronicas. A expressao de receptores
P2X4 e P2X7 em neurbnios sensoriais e microglias estdo sendo amplamente
investigados no contexto do desenvolvimento e manutencdo da dor cronica.
Recentemente, nosso grupo de pesquisa demonstrou que o exercicio fisico é
capaz de ativar receptores PPARy em células do sistema imune periférico de
modo a modular o desenvolvimento da hiperalgesia persistente. Além disso, 0s
receptores PPARy da medula espinhal estdo envolvidos no processo de
modulacdo de dores crbnicas. Sendo assim, utilizando um modelo de
hiperalgesia persistente que mimetiza um cenério onde ocorre a cronificagdo da
dor, investigamos o envolvimento de astrécitos, microglias, receptores P2X4,
P2X7 e PPAYy na fase de cronificacdo da dor. O presente estudo demonstrou que
micréglias e astrécitos participam da inducdo e manutencdo da dor no modelo
de hiperalgesia muscular persistente. Em relagéo a participacao dos receptores
purinérgicos, P2X4 e P2X7, foi encontrado envolvimento desses receptores na
fase aguda e persistente da hiperalgesia muscular. Além disso, foi visto que os
receptores PPARYy, ativados via exercicio fisico, também participam de ambas

as fases da hiperalgesia muscular persistente.

Palavras-Chave: Hiperalgesia Muscular, Células da glia, Recpetores

purinérgicos, PPARy



ABSTRACT

Despite the clinical relevance of chronic muscle pain, the mechanisms underlying
its chronicity are still not fully elucidated. It is known that pain modulation can
occur at the peripheral nervous system and central nervous system levels, and
the spinal cord is the site of pain transmission from the periphery to the superior
nervous system, which may be influenced by the cells around it in a way to modify
synaptic communication, thus being able to induce pain enhancement. Glial cells,
primarily spinal cord dorsal horn astrocytes and microglia, play an important role
in the immune system in the central nervous system and are associated with a
number of chronic painful conditions. The expression of P2X4 and P2X7
receptors on sensory neurons and microglia is being widely investigated in the
context of the development and maintenance of chronic pain. Recently, our
research group demonstrated that physical exercise is capable of activating
PPARYy receptors in peripheral immune system cells in order to modulate the
development of persistent hyperalgesia. In addition, spinal cord PPARY receptors
are involved in the modulation process of chronic pain. Therefore, using a
persistent hyperalgesia model that mimics a scenario where pain chronicity
occurs, we investigated the involvement of astrocytes, microglia, P2X4, P2X7
and PPARYy receptors in the chronic pain phase. The present study demonstrated
that microglia and astrocytes participate in pain induction and maintenance in the
persistent muscle hyperalgesia model. Regarding the participation of purinergic
receptors, P2X4 and P2X7, involvement of these receptors was found in the
acute and persistent phase of muscle hyperalgesia. Furthermore, it was seen that
PPARY receptors, activated via physical exercise, also participate in both phases

of persistent muscle hyperalgesia.

Key words: Muscle Hyperalgesia, Glial Cells, Purinergic Receptors, PPARy
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1. INTRODUCAO

Desde o periodo 800 a.C encontra-se relatos sobre dor, nos classicos de
Homero lliada e Odisseia, onde a personagem relata o uso de 6pio para diminuir
a dor (Rey,1993); e até a idade média muitas especulacdes a respeito do que
era dor foram feitas, tais como: o coracdo sendo o centro de processamento da
dor, o cérebro considerado o local onde a dor era sentida, a descricdo dos cinco
sinais cardinais da inflamacéo e a dor sendo considerada um castigo divino e
uma prova de fé (Chen, 2011; Roby, 2016, Meldrum, 2011). No periodo
renascentista comeca a realizacdo de autopsias e com isso a ideia de que o
cérebro era o local onde a dor era interpretada ganhou forca e foi estudada
principalmente por Rene Descartes, o qual descrevia que o impulso doloroso era
conduzido por uma via nervosa Unica “esticada por uma corda” que acionaria um
“sino” (glandula pineal) no cérebro alertando sobre o risco de lesédo tecidual
(Moayedi e Davis, 2013) (Figura 1).

Figura 1 — Teoria da dor descrita por Descartes:

Fig 1. Aiimagem ilustra a via que Descartes descrevia. O ponto A representa o fogo, que
em contato com a superficie do pé (B) se moviam pressionando a pele e puxando a fibrila
(C) abrindo o poro onde termina a fibrila (D e E). Abrir 0 poro € semelhante a puxar uma

corda presa a um sino, fazendo-o tocar. O poro aberto permite que os “espiritos animais”
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fluissem da cavidade (F) para a fibrila; parte deles ativando os musculos para afastar o pé
do fogo, parte deles ativando os musculos para virar os olhos e a cabeca em dire¢do ao
fogo para olha-lo, e parte deles utilizada para trazer as maos para protegé-lo. A imagem
é reproduzida de Descartes (1664), fora dos direitos autorais; e o texto adaptado de: M.
Moayedi e Davis, 2013.

Entdo, os conceitos de dor foram se modificando conforme o avango da
medicina e da ciéncia, em torno da comunicacédo periferia e cérebro. De 1800
até os dias atuais muitas teorias foram investigadas e trouxeram a luz novas
possibilidades sobre o funcionamento da via dolorosa, entre elas a de Ronald
Melzack que apos se aprofundar nas teorias ja existentes, nos trouxe uma
proposta que descreveu as percepgdes sensoriais de um individuo como sendo
baseadas em uma rede neuronal, compartilhada em varios locais do cérebro,
conectadas entre si, além de serem determinada pela genética e sofrerem
influéncia das vivéncias pessoais de cada individuo (Bell, 2018; Mendell, 2014).
Por meio dessas ideias, a IASP (Associacéo Internacional para o Estudo da Dor)
segue discutindo a definicdo de dor que pode contemplar todas as vertentes
envolvidas no contexto da condicdo dolorosa e atualmente essa definicdo é: “A
dor é uma experiéncia sensitiva e emocional desagradavel, associada, ou
semelhante aquela associada, a uma lesao tecidual real ou potencial.”

Ainda assim, sobre o0s mecanismos fisioldégicos envolvidos no
processamento da dor sabe-se que ha ativacéo de diversas vias de sinalizacao
neuronais dentro do sistema nervoso central (SNC) e sistema nervoso periférico
(SNP) (Argoff, 2011). Sendo assim, o processamento comeca através da
ativacdo dos nociceptores, que sdo terminacdes nervosas livres dos neurdnios
de primeira ordem que se projetam de tecidos incluindo pele, musculo,
articulagdes e visceras para a medula espinhal (Bell, 2018).

A ativacdo dos nociceptores se da através de estimulos especificos na
periferia e apl0s sua ativacdo transmitem as informacgfes através de um
neurotransmissor excitatorio, o glutamato (Voscopoulos e Lema, 2010). Além
disso, ocorre a liberacéo de substancias, como: globulinas e proteinas quinases,
que quando liberadas do tecido podem produzir dor ativamente (Dubin e
Patapoutian, 2010). O acido araquidonico apos liberado € convertido em
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prostaglandinas e bloqueiam o efluxo de K* dos nociceptores, aumentando sua
excitabilidade (Grace et al., 2014, Voscopoulos e Lema, 2010). Ocorre também
liberacdo de histamina através dos mastacitos e do fator de crescimento do nervo
(NGF) que influenciam na hiperexcitabilidade neuronal, reduzindo o limiar de
ativacdo dos nociceptores e consequentemente resultando na transmissao da
informacé&o nociceptiva para o corno dorsal da medula espinhal, onde ocorre a
primeira sinapse do neurdnio aferente primario, a modulacéo e a integracdo de
informacdes sensoriais antes de serem projetadas para o cérebro (Mense,
Gerwin, 2010).

Na medula espinhal encontra-se uma importante divisdo em laminas, na
qual a regido do corno dorsal recebe a maior parte das aferéncias nociceptivas,
nessa regido ha quatro componentes neurais basicos: terminais centrais de
neurdnios aferentes primarios, interneurdnios excitatorios e inibitorios, neurénios
de projecdo e axbénios modulatérios descendentes (Todd, 2010). Sendo assim,
a medula espinhal é uma importante estrutura envolvida no processamento da
dor, uma vez que o estimulo nociceptivo € transmitido através dela para os
centros superiores, onde ocorre a percepcdo dolorosa em si, para isso, 0S
neurbnios de projecdo nociceptiva que estdo concentrados principalmente na
lamina | e espalhados pelas laminas IlI-1V, ascendem para os tratos da
substancia branca espinhal e inerva varias nucleos talamicos e o tronco
encefalico. O tronco encefélico e os ndcleos talamicos que recebem projecdes
incluem: a medula ventrolateral, medula ventromedial, nucleo parabraquial,
substéancia cinzenta periaguedutal, nicleo do trato solitario e o talamo. Acredita-
se que cada uma dessas areas codifica dimensdes especificas da experiéncia
de dor, de modo que a medula ventrolateral e a substancia cinzenta
periaguedutal juntamente com outras areas do tronco cerebral controlam
poderosos estimulos descendentes para a medula espinhal; o nucleo
parabraquial esta relacionado aos componentes afetivo da dor, pois ha uma
conexdo com a amigdala e o hipotalamo, enquanto o tadlamo é associado aos
aspectos discriminatérios da dor devido as suas conexfes com 0 cortex
somatossensorial. Por isso, a dor € uma condi¢cdo multifatorial e completamente
indivual (Renn e Dorsey, 2005; Todd, 2010; Dinakar e Stillman, 2016)
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1.1 Dor Cronica

A dor aguda é causada por estimulos nocivos e mediada através do
processo de nocicepcdo, tem como objetivo prevenir danos graves ao
organismo, sendo considerada um mecanismo de protecdo. No entanto, a dor
cronica pode ser definida como a dor que persiste além do tempo normal de
cicatrizacdo do tecido, na auséncia de estimulos nociceptivos ou que €
desproporcional a lesdo e é considerada uma patologia de dificil tratamento.
(Skaper et al. 2017), além de ser uma experiéncia sensorial e emocional
complexa que varia amplamente entre as pessoas, dependendo do contexto e
do significado da dor e do estado psicolégico da pessoa.

As dores cronicas possuem uma alta prevaléncia, somando-se mais de
100 milhdes de americanos acometidos pela doenca, enquanto no Brasil foi visto
que 28% da populacao apresenta algum tipo de dor muscular, sendo que, em
63% dos casos, a dor é classificada como crénica (IBOPE 2015). Apesar da sua
alta prevaléncia ndo s6 no Brasil, mas no mundo, as dores crbnicas ndo sao
tratadas adequadamente. Estima-se sucesso em torno de apenas 30% dos
casos (Borsook et al., 2011).

As condicfes dolorosas crénicas possuem nhatureza variavel, por isso o
processo de transicdo de dor aguda para cronica ndo é completamente
compreendido, no entanto, sabe-se que a habilidade de desenvolver
plasticidade do SNC, como observado nos processos de sensibilizacdo periférica
e central, e as mudancas funcionais e estruturais nas vias da dor desempenham
um papel importante no desenvolvimento da dor crbnica (Pozek et al., 2016).

A sensibilizag&o periférica é a responsavel pela sensibilizac&o inicial dos
nociceptores. Ap0s a lesdo tecidual, as terminagdes nervosas livres dos
nociceptores sdo ativadas através da liberacdo de mediadores inflamatérios
liberados pelo tecido lesionado (Bradicinina, prostaglandinas, Oxido Nitrico,
histamina, 5-HT, Acetilcolina, H* and K*), das células do sistema imune (IL-13 e
TNF-a, NGF), substancias liberadas pelas proprias fibras nervosas (Substancia
P, BDNF,CGRP). A maioria desses mediadores atua, principalmente, por meio
de receptores metabotropicos, acoplados a proteina G, e receptores tirosina-
quinase. Esses receptores além de ativarem o0s nociceptores, induzem a

fosforilacdo de receptores e canais i6nicos, levando a uma reducéo do limiar de
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ativacado dos nociceptores, resposta aumentada a estimulagcédo, modificagbes de
permeabilidade, ativacdo espontanea e prolongada de terminacfes nervosas
livres e mudancas na expressao génica. Esse conjunto de alteracdes interferem
de maneira significativa na transmissdo do sinal doloroso, levando a uma
resposta exagerada do estimulo nociceptivo (Voscopoulos e Lema, 2010,
Wieseler-Frank et al., 2005, Grace et al., 2014)

A continua transmissdo de sinais dolorosos da periferia induz uma
condicdo de sensibilizagdo central. A liberacdo de neuropetideos como a
substéancia P e o glutamato, interagem com os receptores de membrana neuronal
induzindo a diminuicao do limiar do potencial de acdo dos neurdnios de segunda
ordem no corno dorsal. Além disso, ocorre uma reducdo na resposta
descendente inibitéria, devido a reducdo de GABA, ocasionando em
hiperexcitabilidade neuronal. Os receptores N-metil-D-aspartato (NMDA)
desempenham um papel crucial na sensibiliza¢do central, uma vez que estados
de dor persistente estimulam uma regulacéo positiva desses receptores, assim
facilitando a transmissado dos sinais ascendentes de dor com estimulo sublimiar,
ou seja, estimulos com intensidades menores que o limiar, como toque leve e
pressdo evocam sensacdes dolorosas (Mifflin e Kerr, 2014; Pak et al., 2018 Pace
et al., 2018).

Dessa forma, sabendo da importancia de ambos o0s processos de
sensibilizacdo e devido a observacOes clinicas de que alguns tipos de dores
cronicas como: sindrome da dor regional complexa tipo |, transtornos de estresse
ocupacional repetitivo, podem ser iniciados através de um ou mais episodios de
dor aguda transiente, foi desenvolvido um modelo que mimetiza 0s mecanismos
relacionados a manutencdo da dor crbnica e os da dor aguda antecedente, de
maneira isolada. O modelo foi desenvolvido inicialmente em tecido subcutaneo
(Aley et al. 2000) e em seguida, no tecido muscular (Dina, Levine, and Green
2008) utilizando uma dose baixa do agente inflamatério, carragenina, que
ocasionou uma hiperalgesia aguda e inflamacdo de curta duragcdo, que se
solucionou dentro de 4 dias. No entanto, quando a mesma regido recebe um
novo estimulo inflamatério, mesmo de um produto da inflamagdo que se
administrado em um animal naive ocasionaria apenas uma resposta dolorosa de

poucas horas, como a Prostaglandina E2, é observado um aumento na
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magnitude da hiperalgesia mesmo apds semanas da resolug¢do da inflamacéo
inicial. Essa susceptibilidade latente em desenvolver uma hiperalgesia de longa
duracdo mesmo apos semanas do estimulo inicial € conhecido como Priming
Hiperalgésico.

Figura 2 — Modelo de hiperalgesia persistente:

Hiperalgesia muscular aguda

0 gim

Hiperalgesia muscular persistente

AN

0 dim

| !
PGE,
Carragenina

Fig 2. A injecdo de carragenina na pata dos animais causa hiperalgesia transitoria, com
resolucdo em poucos dias. A injecdo de PGE2 no mesmo local induz hiperagesia
persistente. Adaptdado de: Reichling e Levine, 2010

As investigagbes em torno dos mecanismos subjacentes ao Priming
Hiperalgésico permite o estudo da plasticidade nas vias de sinalizacdo em
resposta ao mesmo estimulo. Além disso, traz a possibilidade de descobrir as
estruturas que possam participar do processo de sensibilizacdo periférica e

central.

1.2 Micréglias, Astrocitos e Dor Cronica:

Nas ultimas duas décadas tem sido identificadas mudancas celulares e
moleculares na medula espinhal e no cérebro que podem ser consideradas
cruciais no processo de transicdo de dor aguda para crénica (Coddou, et al.,
2020). Modelos de dor inflamatéria (Chacur et a., 2004), neuropatica (Hains and
Waxman, 2006; Raghavendra, et al., 2003, Zhang et al., 2003) e de cancer
(zhang et al., 2005), tem demonstrado a importancia da glia reativa no processo
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de cronificacdo da dor. As células da glia sé@o classificadas principalmente em
trés populacdes: astrécitos, oligodendrécitos e micréglia, sendo as microglias e
0s astrocitos as células ndo neuronais mais estudadas no ambito da dor cronica
nos utlimos anos (Coddou, et al., 2020).

As microglias sao células especializadas responsaveis pela fagocitose no
SNC e constituem cerca de 5-20% de toda a populacéo de células da glia (Saijo
e Glass, 2011). Dentro de condicdes fisioldgicas a microglia desempenha
diversas funcdes além de seu papel fagocitico, sendo elas: o monitoramento de
regibes extrasinapticas (Tremblay et al. 2010), o controle da funcdo sinaptica
através dos seus receptores de neurotransmissores (Salter e Beggs, 2014) e a
maturacdo das sinapses estabelecidas (Paolicelli et al. 2011; Salter and Beggs
2014). Além disso, como as microglias estdo presentes no SNC desde a fase
inicial de desenvolvimento embrionario, sendo assim desempenham um
importante papel atuando na fagocitose dos neurdnios em excesso que se
formam durante o desenvolvimento (Marin-Teva et al. 2011) ou fagocitando os
neuronios pré e pas sinaptico que estao fazendo conexdes inapropriadas (Salter
e Beggs 2014; Stevens et al. 2007; Schafer et al. 2012). No SNC adulto as
micréglias também participam da manutencéo da plasticidade sinaptica através
da liberacdo de mediadores como TNF-a e TGF[ (Butovsky et al. 2014).

Ainda em condic¢des saudaveis, as microglias se encontram em um estado
de “repouso”, caracterizado morfologicamente pelo soma pequeno e seus
processos ramificados (Nimmerjahn et al., 2005). Quando ocorre um estimulo
nao fisioldgico, em decorréncia de lesdes do nervo, inflamacao, infeccéo e etc,
a micréglia sofre um processo de transicao do estado de repouso para um estado
de “ativacdo” na qual encontra-se alteragbes, como: aumento do soma,
ramificacéo reduzida e processos retraidos (microgliose), proliferacdo microglial,
alteracdo fenotipica para um estado classico de ativacdo denominado M1,
predominantemente pro-inflamatdrio. Importante ressaltar que essas alteracdes
Nao precisam ocorrer a0 mesmo tempo para que a microglia desempenhe sua
funcdo modulatoria (Ho et al., 2020). Evidéncias demonstram que as micréglias
modulam positivamente condicbes patologicas através da liberacdo de

mediadores bioldgicos ativos, entre eles: BDNF, TNF a, IL-183, IL-12, espécies
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reativas de oxigénio (ROS), NO, PGs, e quimioicinas (Wang e Mullally, 2020; Liu
et al., 2016),

A ativacdo microglial da medula espinhal tem sido investigada como um
fator envolvido no processo de transicdo de dor aguda para cronica. (Tsuda,
2019). Em modelos de dor neuropatica induzido pela transecc¢do do nervo foi
visto que animais knockout CXsCR1C®ER*R26i°TR* que ndo expressam as
microglias espinhais, tem uma reducédo completa do comportamento doloroso
duas semanas apos a cirurgia (Saijo e Glass, 2011). Além disso, outros estudos
demonstram que a contribuicdo da microglia para a transicéo de dor aguda para
cronica ocorre de uma forma dependente do tempo, uma vez que a inibicao
microglial induzida no terceiro dia po6s transec¢cdo do nervo reduziu
significativamente a dor neuropatica, enquanto a ablagdo dessas células 5 dias
apos a cirurgia causa apenas uma reducdao transiente (Bédard et al., 2007).

Ainda, ha diferenca no perfil microglial ao longo do tempo, sugerindo que
a microglia espinhal exerce diferentes funcbes ao longo da processo de
progressdo de dor aguda para cronica. No primeiro dia apdés inducdo da
neuropatia, ou seja na fase inicial de desenvolvimento da dor cronica, foi
encontrado genes envolvidos nos processos de quimiotaxia, metabolismo do
succinato, via de sinalizacdo mediada por citocinas, ciclo celular mitético e
regulacao da morfologia celular. Na fase tardia, sete dia apos intervencéo, foram
encontrados alteracBes relacionadas as vias mediadas pelo interféron |,
respostas celulares mediadas pelo ion calcio, quimiotaxia e metabolismo
fosfolipidico (Jeong et al., 2016).

Outros achados utilizando inibidores da ativacdo de micréglia, como a
minociclina demonstraram que a utilizacao desse farmaco € capaz de prevenir a
inducdo da dor patoldgica, mas nao reverte a hiperalgesia estabelecida apés
inflamacé&o (Deng et al., 2019), sugerindo que a ativagao microglial da medulla
espinhal possui fun¢des distintas de uma maneira dependente do tempo durante
a cronificacéo da dor.

Os astrécitos representam cerca de 20-40% de todas as células da glia,
sendo considerado o tipo mais abundante do SNC, sao caracterizados por sua
forma estrelar e apresentam soma celular, processos grandes e finos e a por¢ao

final desses processos contatam a lamina basal ao redor dos vasos sanguineos
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(Reichenbach e Wolburg, 2005; Ventura e Harris, 1999). Suas funcdes
homeostaticas desempenham um importante papel no suporte metabdlico para
0S neuronios através da manutencdo dos niveis extracelular de ions potassio,
glutamato e 4gua (Hansen e Malcangio, 2013). Os astroctios se conectam uns
aos outros formando ‘gap-juctions’, atraves de hemicanais, permitindo entdo a
propagacédo de ondas de calcio que contribui para a distribuicdo de moléculas
sinalizadoras a uma longa distancia (Bennett et al.,, 2003). Também
desempenham um importante controle na formacdo, maturacdo, eliminacéo e
manutencao sinaptica através de moléculas de sinalizagédo e de contato direto,
ainda, seu contato préximo com as sinapses permite a regulacdo do ambiente
quimico e ibnico intersticial durante o desenvolvimento e a transmisséao sinaptica
(Mosli et al., 2012, Sutulovic et al., 2019).

Astrogliose € o termo utilizado para descrever os atrécitos reativos que
sdo caracterizados por alteracdes morfolégicas, moleculares e funcionais
econtrados em diversos modelos de dor crénica, como: transec¢do da medula
espinhal (Fujita et al., 2018), exposi¢ao crdnica a opiodides (Tsuboi et al., 2011),
intraplantar ou intra-articular injecdo de CFA (Tanga et al., 2004), cancer de 0sso
e pele (Milligan et al., 2000), and HIV- induzido neuropatia (Bardoni et al., 2010).
Em alguns modelos, os astrdcitos reativos sdo encontrados no corno dorsal
contralateral a lesdo e em uma regido muito maior do que a esperada em
resposta a tal lesdo, sugerindo que os astrécitos podem estar envolvidos na
sensibilizacao de neurdnios vizinhos (Hald et al., 2008; Quirion, 2002).

ApoOs a ativacdo dos astrocitos ocorre a liberacdo de citocinas pro-
inflamatérias, como IL- 3, que pode modular a transmisséo sinaptica excitatoria
na medula espinhal por aumentar a fosforilacdo do receptor NMDA e por reduzir
as sinapses inibitérias. A IL-13 também é liberada pelas micrdglias, no entanto,
em um estudo realizado com a aplicagdo de CFA no musculo masseter (Guo et
al., 2007) foi visto que ocorre aumento de IL-13 nos astrocitos 30 minutos apos
a injecao. Além disso, essa citocina também exerce parte de sua fungao atraves
da ativacao do fator de transcricdo NFkB, induzindo aumento da transcricao de
outros mediadores de modo a gerar um feedbak positivo de citocinas pro-

inflamatorias (Ledeboer et al., 2005).
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A adenosina, um subproduto do ATP, também pode regular a expressao
neuronal de receptores NMDA, via receptor de adenosina 1 (A1R), e estimular a
plasticidade sinaptica (Tanga et al., 2005), além disso, os astrécitos sdo uma
importante fonte de ATP, um estudo utilizando camundongos dnSNARE, um
modelo de gliotransmissdo que possui hiveis reduzidos de adenosina, foi visto
gue ocorre uma reducédo na ativacdo de A1R e resulta na reducédo do limiar de
dor basal desses animais, esse é 0 primeiro achado que demonstra o
envolvimento de astrocitos medulares na modulagdo do comportamento
fisioldgico da dor através de gliotransmissores classicos (Milligan et al., 2003).

Microglias e astrécitos demonstram tempos de ativacdo diferentes entre
si, apesar deste tempo depender de cada modelo, geralmente a ativacéo
microglial precede a astrogliose. Em modelos de lesdo nervosa periférica, as
micréglias espinhais se proliferam e sofrem as alteracdes morfolégicas logo na
primeira semana apos a lesdo e dentro de 3 semanas ja retorna a niveis normais.
No entanto, a ativacdo de astrOcitos é evidenciada uma semana apds o
procedimento e persiste por meses (Kawasaki et al., 2008; Dostrovsky 2000).
Dessa maneira, astrocitos e micréglias desempenham papéis diferentes na
inducdo, manutencao e resolucdo da dor crénica, sugerindo que as micréglias
estdo envolvidas no aparecimento da condicdo, enquanto a ativacdo de

astrécitos ocorre nas fases seguintes.

1.3 Receptores purinérgicos — P2X4 e P2X7:

Existem diversas vias sinalizadoras que atuam na sinalizacdo e
manutencado da dor, entre elas, o ATP vem sendo considerado uma molécula
central nesse processo, eventos associados a destruicao celular promove um
acumulo exacerbado de ATP, que serve como um sinal para desencadear uma
cascata inflamatéria. Em condi¢cdes de neuroinflamacao, as micrdglias liberam
ATP que pode estimular os astrocitos a liberarem um neurotransmissor
excitatorio que atua no aumento da excitabilidade neuronal, o glutamato, assim
aumentando a transmissao sinaptica favorecendo a transmissdo dolorosa
(Pascual et al. 2012). Em tecidos inflamados cronicamente ha excesso de ATP
e adenosina por longos periodos, sugerindo que a sinalizacdo purinérgica tem

grande importancia em condi¢cfes crbnicas. A sinalizacéo ionotropica de ATP
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atua atraveés da ativacao de receptores excitatorios, conhecidos como receptores
P2X, que estdo relacionados na transmissao sinaptica, contracdo muscular,
secrecdo exocrina, inflamacéo, ativacdo de macrofagos e atualmente vem sendo
amplamente associado com a geracao e manutencéo da dor cronica (Suurvali et
al. 2017; Bernier, Ase, and Séguéla 2018). Dentre os receptores da familia dos
P2X, os receptores P2X4 possuem trés subunidades permeéaveis ao Na*, K* e
Ca?*, com uma maior permeabilidade a esse Ultimo fon (Tsuda 2019).

Devido a essa alta permeabilidade ao Ca?*, os receptores P2X4 permitem
um influxo de célcio que pode induzir a despolarizagdo da membrana plasmética
e ativacdo de vias intracelulares dependentes de Ca?*, incluindo as vias
nociceptivas (Lin et al. 2019). Especula-se que o ATP liberado pelos neurdnios
do corno drsal sejam os responsaveis por ativar os P2X4 nas microglias, quando
ocorre a ligacdo da molécula de ATP a esses receptores, ocorre aumento do
influxo de Ca?* que leva a fosforilacéo da proteina quinase p38 (MAPK - Mitogen-
Activated Protein Kinase) e atua através de uma via de sinalizacdo dolorosa
mediada de BDNF (Inoue e Tsuda 2018;Beggs, Trang, e Salter 2012). Esses
receptores sdo expressos em neurdnios (Lalisse et al. 2018), microglias (Trang
e Salter 2012), macréfagos. O estudo de Coul et al. 2005 foi o0 pioneiro na
descoberta de que os receptores P2X4 microgliais alteram de maneira
significativa o processo de nocicepc¢do, através da injecdo intratecal de ATP, a
microglia sofreu uma mudanca na qual converteu a resposta evocada por GABA,
um neurotransmissor com caracteristicas inibitérias, de hiperpolarizacdo para
um perfil com caracteristicas excitatérias, despolarizantes, nos neurdnios do
corno dorsal.

Os receptores tém sido amplamente associados ao desenvolvimento de
dores crbnicas, como a neuropatia, uma vez que ha aumento da expressao
desses receptores em microglias apds lesdo nervosa, além disso, animais
knockout para P2X4 ndo desenvolvem hiperalgesia mecéanica apés lesdo
nervosa. Em modelos de dor inflamatoria, foi visto que animais knockout para
esses receptores apresentam significativa reducdo na hiperalgesia mecanica
induzida pela administragao intraplantar de carragenina (Ulmann et al., 2010), na
nocicepc¢ao induzida por pequenos volumes de formalina (Ulmann et al., 2010),

e na hiperalgesia mecanica e no edema induzidos pela administragao



22

intraplantar de CFA (Tsuda et al., 2009, Ulmann et al., 2010). Além disso,
recentemente foi demonstrado aumento da expressdo de P2X4 em neurbnios
sensoriais em resposta a inflamacgéo periférica de longa duracéo induzida por
CFA (Lalisse et al., 2018).

O subtipo de receptores purinérgicos, P2X7 sdo altamente expressos em
alguns tipos de células do sistema imune, como macrofagos e microglias (Solle
et al., 2001). A ativacao desses receptores na microglia € bem caracterizado em
condi¢cdes néo fisiologicas, experimentos utilizando Liposacarideo (LPS) que
desencadeia uma resposta inflamatoéria, causa aumento da expressao de P2X7
na micréglia, induzindo liberacdo de o6xido nitrico (ON), espécies reativas de
oxigénio (Choi et al., 2007), altos niveis de ATP, formacdo do inflamassomo
NLRP3, liberagcao de citocinas e quimiocinas (He et al., 2017; Takenouchi et al.,
2009; Shieh et al., 2014). Uma consequéncia da ativacao persistente de P2X7
ainda ndo compreendida completamente é a de formac&o de poros que tornam
a membrana permedavel a cargas altas de cétions (Di Virgilio et al., 2018) o que
poderia estar relacionado com a citotoxicidade e viabilidade microglial (Seeland
et al., 2015; Monif et al., 2016).

Estudos utilizando modelos animais que ndo expressam o0s receptores
P2X7 demonstraram que ndo ha hipersensibilidade dolorosa em modelos de
inflamacéo e neuropatia (Chessell et al., 2005) e a utilizacdo de antagonistas &
capaz de reverter a alodinia mecéanica em um modelo de dor neuropética (Nelson
et al., 2006)

Evidéncias mostram que ha uma interacao estrutural e funcional entre os
receptores P2X4 e P2X7 nas micréglias (Raouf et al. 2007), sendo que os P2X4
estdo localizados nos lisossomos intracelulares, enquanto os P2X7 estdo
distribuidos na superficie celular, porém em microglias ativas os receptores P2X4
trafegam para a membrana plasmatica, assim podendo ocorrer uma interacao

entre ambos receptores (Tsuda, Tozaki-Saitoh e Inoue 2010).

1.4 Hipoalgesia induzido pelo exercicio:
A atividade fisica regular tem sido relacionada a um menor risco de
desenvolvimento de dores crbénicas, uma vez que estudos populacionais com

individuos fisicamente ativos mostram uma tendéncia significativamente menor
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no surgimento dessas condi¢des (Landmark et al., 2011). Com isso, a pratica de
exercicios regulares tem sido uma estratégia para o controle de doencas
inflamatorias (Ikeda et al., 2013), no alivio de sintomas de quimioterapia em
pacientes com cancer (Wonders e Drury, 2011), em modelos animais submetidos
a protocolos de natagdo ou de corrida em esteira, ja foi visto reducdo da dor em
modelos de dor neuropatica induzida por lesdo nervosa, dor espontanea
induzida por formalina, e reducéo de dores musculares agudas e crbnicas (Ye et
al, 2017; Azambuja et al., 2020; Azambuja et al., 2021).

O fenémeno pelo qual o exercicio fisico induz reducédo da dor é conhecido
como Hipoalgesia Induzida pelo Exercicio (HIE) e os mecanismos envolvidos
nesse processo sdo amplamente investigados. Exercicios aerdbicos, de
resisténcia dindmica e isométrica sdo capazes de induzir HIE (Naugle et al.,
2012), Em particular, o exericio aerobio permite uma maior variabilidade de
modalidades de atividade e por isso torna-se um tipo interessante, no entanto ha
varios fatores que interferem no efeito hipoalgésico de exercicios aerobios, como
a intensidade (Polaski et al., 2019) e essa variavel juntamente com a duracao
do exercicio fisico sdo extremamente importantes no processo de modulagéo
endogena da dor.

Exercicios fisicos realizados com intensidade alta, moderada ou baixa
podem resultar em uma hipoalgesia eficiente (de Azambuja et al., 2018; Naugle
et al., 2012; Vaegter et al., 2020). Entretanto, para os exercicios de intensidade
baixa, duracdes diarias mais longas sao necessarias para o desenvolvimento da
hipoalgesia (Bement et al., 2008). Ja para o0s exercicios de intensidades
moderadas ou altas, um tempo minimo também é necesséario. Quando a
intensidade do exercicio € em torno de 75% do VO2 maximo, a hipoalgesia ocorre
apos 30 minutos de exercicio, mas ndo apos 10 minutos (Hoffman et al., 2004).
Além dos estudos em humanos, ha varios estudos em animais experimentais
demonstrando a modulacédo enddgena da dor produzida pelo exercicio fisico
(Bement and Sluka, 2005; de Azambuja et al.,, 2018; Korb et al., 2010;
Shankarappa et al.,, 2011). Ainda, semelhante aos estudos em humanos, a
modulacdo enddgena da dor em animais experimentais é dependente da

intensidade e duracdo do exercicio fisico (Stagg et al., 2011)
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Tem sido descrito que o exercicio fisico é capaz de ativar, tanto no sistema
nervoso central quanto no sistema nervoso periférico, mecanismos classicos de
modulacdo da dor, como o sistema opidide (Mazzardo-Martins et al., 2010;
Shankarappa et al., 2011; Stagg et al., 2011; Karlsson et al., 2014) e o sistema
serotoninérgico (Kamiya et al., 2010; MazzardoMatrtins et al., 2010). Evidéncias
demonstram também que o exercicio fisico regulariza, por acéo direta em canais
ibnicos, a atividade das fibras nociceptivas, que esta anormalmente aumentada
em algumas condi¢cbes dolorosas (Shankarappa et al., 2011; Sharma et al.,
2010).

O exercicio fisico também pode pode induzir hipoalgesia via modulacao
do sistema imunoldgico periférico, diminuindo a concentracdo de citocinas pro-
inflamatoérias, aumentando a concentragcdo de citocinas anti-inflamatorias
(Petersen et al.,, 2005; Ortega et al.,, 2012) e aumentando a presenca de
macrofagos com fenétipo M2 (Leung et al., 2016, Azambuja et al., 2021), além
da modulacdo via sistema imunolégico central, reduzindo a expressao de
marcadores de ativacao glial no corno dorsal, como: CD11b, Iba-1, e proteina
glial fibrilar &cida (GFAP), (Cobianchi et al. 2010; Almeida et al. 2015; Lopez-A’
Ivarez et al. 2015) e diminuindo os niveis de IL-1p3, receptores de IL-6 e BDNF
no corno dorsal da medula espinhal (Bobinski et al. 2011;Lo"pez- A" lvarez et al.
2015).

1.5 Receptores PPARYy e exercicio:

Os receptores PPARYy séo fatores de transcricdo ativados por ligantes,
formam uma superfamilia de receptores nucleares (Berger and Moller, 2002),
amplamente conhecido por seu papel no metabolismo lipidico e adipogénese.
Além disso, ele é expresso em diversas células, incluindo macréfagos,
monaocitos, midcitos, fibroblastos (Greene et al., 1995, Braissant et al., 1996)
microglias (Tigue et al.,2007) e neurdnios do sistema nervoso central (Moreno et
al., 2004). Especificamente, os receptores PPARy localizados na medula
espinhal estdo relacionado ao processamento da dor (Kondo et al., 2018; Zhong
et al.,, 2019) e tem sido apontado como um potente fator terapeutico para

modelos de neuropatia, além disso seus agonistas promoverem efeitos
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protetores contra comportamentos nociceptivos dependente de ativacao
microglial.

Estudos demonstram que o exercicio fisico, em funcdo da demanda
metabodlica aerdbica, pode aumentar a expressdo de receptores PPARy
(receptores ativados por proliferador de peroxissoma) no musculo esquelético
(Sasaki et al., 2014; Zizola et al., 2015). Recentemente, nosso grupo de estudos
investigou o efeito do exercicio fisico no modelo de hiperalgesia muscular
persistente, onde foi visto que o exercicio é capaz de atenuar a fase aguda da
dor e prevenir o desenvolvimento da fase persistente, sendo um dos
mecanismos envolvidos nessa resposta hipoalgésica a ativacdo de receptores
PPARYy periféricos, também demonstramos que a ativacao desses receptores
por seu agonista 15dPGJ2, previne o aumento de macréfagos tipo M1 ou
induzem aumento de M2, com caracteristicas anti-inflamatorias. Além disso, a
natacdo aumentou a concentracao IL-10 tanto na fase aguda quanto crénica da
dor muscular, mas na crbnica, esse aumento ocorreu atraveés dos receptores
PPARYy (de Azambuija et al., 2021)

Em situacdes patologicas do SNC tem sido demonstrado que a ativagédo
de PPARYy reduz significativamente a liberacdo de citocinas pro-inflamatorias,
como fator de necrose tumoral-a (TNFa) e interleucina-1B (IL-1B) , iINOS, e
melhora a sobrevivéncia neuronal (Schutz et al., 2005; Zhao et al., 2006). No
cérebro e na medula espinhal sugere-se que ha uma acdo direta desses
receptores, independente de ligantes, uma vez que foi visto que ha regulacdo da
expressao de PPARy no SNC pds lesao (Diab et al., 2002; Ou et al., 2006; Victor
et al., 2006. Dessa maneira, sugere-se que os receptores PPARy desempenha
um importante papel anti-inflamatoério no SNC. No entanto, ndo ha evidéncias do

efeito da ativacdo desses receptores na medula espinhal via exercicio fisico.

2. OBJETIVO GERAL.:

O objetivo geral do presente estudo € verificar se a hiperalgesia muscular
persistente € modulada pela ativacéo de células da glia, receptores purinérgicos
P2X4 e P2X7e PPARy no corno dorsal da medula espinhal.

Objetivos Especificos:
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1. Avaliar o envolvimento de células da glia no desenvolvimento da
hiperalgesia persistente:

la. Avaliar se micréglias participam do desenvolvimento e manutencdo da
hiperalgesia muscular aguda e persistente;

1b. Avaliar se astrocitos estdo envolvidos no desenvolvimento e manutencgéo da
hiperalgesia muscular persistente.

2. Analisar o envolvimento de receptores purinérgicos na hiperalgesia
persistente:

2a. Analisar se o0s receptores P2X4 participam do desenvolvimento da
hiperalgesia muscular persistente;

2b. Analisar o envolvimento dos receptores P2X7 no desenvolvimento da
hiperalgesia muscular persistente.

3. Analisar o envolvimento de receptores PPARy na hiperalgesia
persistente:

3a. Avaliar se o exercicio fisico é capaz de ativar receptores PPARy no corno
dorsal da medula espinhal e se ocorre a participagdo desses receptores no

desenvolvimento da hiperalgesia muscular persistente

3. MATERIAIS E METODOS:

3.1 Animais:

Para todos os experimentos, foram utilizados camundongos machos Swiss (Mus
Musculus) com 30 a 40 dias de idade ao inicio dos experimentos. Os animais
foram fornecidos pelo Centro Multidisciplinar de Pesquisas Bioldgicas
(CEMIB/UNICAMP). Todos os procedimentos realizados foram aprovados pelo
Comité de Etica em Pesquisa Animal da Universidade Estadual de Campinas
(CEUA-UNICAMP, sob protocolo numero: 5244-1/2019), e 0s experimentos
foram executados de acordo com as diretrizes do comité de ética e pesquisa da
Associagdo Internacional para o Estudo da Dor em Animais Conscientes e 0
Conselho Nacional para o Controle da Experimentacdo Animal (CONCEA,
Brasil). Todos os animais foram mantidos no biotério da FCA em gaiolas
plasticas com ambiente enriquecido (cinco por gaiola), contendo maravalha, com
controle de luminosidade (ciclos claro/escuro de 12hs) e racédo e agua ad libitum,

exceto durante os procedimentos de exercicio, injecdes musculares e testes de
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hiperalgesia muscular mecanica. As sessoes foram realizadas na fase de ciclo
claro, das 9h00 as 15h00, sempre em sala silenciosa com temperatura
controlada (+ 23° C).

3.2 Quantificacao da hiperalgesia muscular:

Para quantificar a hiperalgesia mecanica foi utilizado o método proposto por
Randall & Selitto (1957) e adaptado para o tecido muscular de camundongos
(Manjavachiet et al., 2010). Foi usado um analgesimetro digital (Insight, Brasil)
cuja forca mecénica linear com aumento gradual foi aplicada no ventre do
musculo gastrocnémio da pata traseira de camundongos. O registro do limiar
hiperalgésico foi quantificado pela média de 3 medidas realizadas em intervalos
de 5 minutos, observando a resposta do animal ao estimulo através de respostas
como a alteracdo do ritmo respiratério, flinch de pata ou freezing, sendo
guantificado nos pontos de tempo de 1h a 6 dias apos injecao de
carragenina/salina e novamente de 1h a 17 dias ap0s injecdo de PGE2. A
hiperalgesia foi quantificada pela variagao no limiar nociceptivo mecéanico obtido
pela subtragdo da média do limiar nociceptivo mecanico registrado em diferentes
tempos ap6s administracdo dos estimulos inflamatorios ou veiculo com os

valores registrados antes do inicio das injecdes (baseline).

3.3 Modelo de hiperalgesia muscular persistente:

No presente estudo, foi utilizado o modelo experimental de hiperalgesia muscular
persistente mecanica (Dina et al., 2008), padronizado para camundongos (Jorge
et al., 2020). A hiperalgesia muscular aguda foi induzida por uma injecéo
intramuscular de carragenina (100 pg/musculo) no ventre do musculo
gastrocnémio e 10 dias depois, quando o limiar hiperalgésico retornou a niveis
basais, foi administrado a PGE:2z (1 pg/musculo) no mesmo local para
desencadear uma hiperalgesia muscular mais intensa e duradoura, referida
como a hiperalgesia muscular cronica latente. A analise comportamental para
avaliar o limiar hiperalgésico foi avaliado nos seguintes momentos: 1) antes da
injecdo muscular (basal); 2) apés 1h, 3h e 6h da inje¢édo no dia 0; 3) diariamente
até o 6° dia; 4) antes da injecdo de PGE:z e apés 1h e 4h (10° dia); 5) nos dias
11,12 e 17.
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Figura 3. Linhatemporal da hiperalgesia muscular crénica latente. A inje¢do de Carragenina
no dia 0, induz uma dor transitoria de poucos dias de duragéo, representado em azul. No décimo
dia, quando ndo ha mais vestigios da hiperalgesia mecanica, o tecido é exposto novamente a
um insulto através da inje¢do de PGE: o qual é suficiente para gerar um aumento exacerbado

da intensidade e da duragdo da hiperalgesia, representado em vermelho.

3.4 Administracédo intramuscular de drogas:

As injecdes intramusculares foram injetadas diretamente no ventre do masculo
gastrocnémio dos camundongos com uma agulha 30-gauge, conforme
previamente descrito (Schiavuzzo et al., 2015). A agulha foi conectada a um
cateter de polietileno e a uma seringa Hamilton (50ul). Os animais foram
brevemente contidos e o volume total da injecao foi de 20ul. As drogas e suas
respectivas doses administradas foram:

A-carragenina (100 ug), prostaglandina E2 (PGEz2, 1 ug).

3.5 Administracéo intratecal de drogas:

Para a injecao intratecal (i.t), os animais foram anestesiados com Isofluorano
(5% para inducao e 3% para manutencao em fluxo de O2), em seguida eles foram
posicionados em decubito ventral para que fosse possivel identificar
manualmente o espaco intervertebral ao longo da linha medial entre a crista
iliaca, no espaco referente as vértebras L5-L6 (Figura 4). A agulha (27 gauge)
foi inserida gentilmente de maneira vertical ou levemente em declive a 70-80° no
plano sagital central, em seguida o angulo foi reduzido para 30° até encontrar o
0sso vertebral e entdo a droga foi injetada no espaco intradural. A injecao foi
considerada bem sucedida quando os animais responderam com um movimento

repentino e evidente na cauda (Li et al. 2019). As drogas e suas respectivas
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doses administradas foram: Fluorocitrato (1ng e 3ng), A-438079 (15 ug e 50uQ),
minociclina (10ug e 30ug), 5BDBD (5-(3-bromophenyl)-1,3-dihydro-2H-
benzofuro [3,2-e]-1,4- diazepin-2-um) (15 ug e 50ug), GW9662 (5 ug e 15ug). O
volume injetado para todas as solugdes foi de 5 pl.

Figura 4:
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Figura 4. llustracdo sobre a injecédo intratecal - Diagrama do esqueleto de camundongo
demostrando o local da inje¢&o intratecal no espaco intervertebral L5-L6 (A). A identificac@o das
vértebras L5-L6 pode ser feita por contagem a partir da Ultima vertebra torcica (T13) e entdo a

injecdo pode ser aplicada no espaco identificado. Adaptado de: Woodhoo (2018).

3.6 Natagao:
O protocolo de natagao foi realizado por 15 dias antes da injecdo de carragenina.

Os procedimentos relacionados ao meio aquatico foram realizados em tanques
cilindricos individuais com 100 cm de profundidade. A temperatura da agua foi
mantida em 31 £ 1 ° C. Para minimizar o estresse, 6 dias antes de iniciar o
periodo de exercicios de natacdo, os camundongos foram submetidos a um
periodo de adaptacdo ao meio liquido, com aumento progressivo da
profundidade da agua. Os animais permaneceram em repouso por 24 horas,
antes do inicio do protocolo de exercicios fisicos. O protocolo de treinamento foi
dividido em trés semanas, sendo que 0s animais treinavam 5 dias consecutivos
e repousavam dois dias. Nos primeiros cinco dias, os animais realizaram
sessdes de natacdo com 4 minutos pausas passivas. No segundo periodo de 5
dias, foram utilizadas sessfes de intervalo de pausa de 3 minutos, e nos ultimos
5 dias os animais nadaram 50 minutos sem pausas. Quando o animal

demonstrava alguma mudanca drastica de comportamento de um movimento
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continuo para um movimento inadequado, como flutuando, escalando,

mergulhando e/ou balancando, o animal foi retirado da agua.

Figura 5:
] Andlise comportamental —
Natagao Randall
) f : w
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L - |
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Adaptacao Semana 1 Semana 2 Semana 3 Carragenina Injecdo de PGE2

Figura 5. Linha temporal referente ao protocolo de nata¢&o. Os animais foram submetidos a
adaptacdo ao meio liquido do dia 0 ao 6. O treinamento teve uma duracéo total de 3 semanas,
apos esse periodo, 0s animais permaneceram em repouso durante 48 horas e entdo receberam

a injecao do agente inflamatério para a inducéo da hiperalgesia muscular crénica latente.

3.7 Anédlise Estatistica:
Para a aplicacdo dos testes paramétricos, todos os dados seguiram uma

distribuicdo normal (Gaussiana) de acordo com o teste de Kolmogorov-Smirnov.
Os dados quantitativos foram analisados por analise de variancia (ANOVA one-
way e ANOVA two-way) ou teste t de Student (ndo pareado). Apos as andlises
de ANOVA one-way e two-way foi realizado o post hoc com teste de Tukey para
a andlise das diferencas especificas encontradas nos grupos. A andlise de Area
sob a Curva (AUC £ erro padrdo) foi realizada para os experimentos
comportamentais a fim de avaliar os efeitos gerais das intervencdes nas fases
de hiperalgesia aguda e cronica. A AUC do periodo agudo foi considerada do dia
0 ao dia 3 apods injecao de carragenina (AUC A, gx3 dias) e a AUC do periodo
cronico foi considerada a partirdodia 10a 17 (AUC A, gx10 - 17 dias). Os valores
sdo expressos como: médias + erro padrdo da média. Todos os dados foram
analisados pelo software GraphPad Prism 7.0. A ferramenta de calculadora
outlier do site GraphPad foi aplicado a cada grupo. Para todos os testes, a

significancia foi estabelecida em p <0,05.

4. RESULTADOS:

4.1 Envolvimento de micrdglias no desenvolvimento da hiperalgesia

muscular persistente:
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Analisamos o envolvimento das micréglias no desenvolvimento da
hiperalgesia muscular persistente através do pré tratamento com minociclina, um
inibidor da ativacdo microglial, durante trés dias consecutivos antes da injecao
de PGE:zou da carragenina. Verificamos que a administracdo da minociclina na
dose de 10ug/5ul (i.t.) reduziu significativamente a intensidade da dor na fase
persistente (entre os dias 10 e 17) quando comparado ao grupo
carragenina/PGE2 e ao grupo pré-tratado com a dose de 30ug/5ul (i.t., figura 5A,
Two way ANOVA, p <0,0001, teste de Tukey, F (39, 280) = 13,67, n=5). Como
uma reducgao da hiperalgesia foi conseguida tanto com a dose de 10ug quanto
de 30ug, optamos pela menor dose para realizar 0 experimento seguinte. Os
animais que receberam o tratamento com minociclina (i.t., 3 dias, 10ug/5ul)
previamente a administracéo de carragenina ou de PGE2 apresentaram reducao
da hiperalgesia muscular na fase aguda (entre os dias O e 3) e na fase persistente
(entre os dias 10 e 17) quando comparado ao grupo Carragenina/PGE: (figura
4A, Two way ANOVA, p <0,0001, teste de Tukey). As analises de AUC
confirmaram os resultados anteriores (figura 5B, One way ANOVA, p <0,0001,
teste de Tukey , pré Cg: F (2, 14) = 284,4; Fase persistente: F (2, 14) = 404,8,
n=3; pré PGE2 F (2, 16) =413, n=5). Dessa maneira, nossos dados demonstram
gue as microglias estdo envolvidas no desenvolvimento e manutencdo da

hiperalgesia muscular aguda e persistente de origem inflamatéria.

Figura 5:
A)
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Fig 5. O pré-tratamento com minociclina em ambas as doses 10ug/5ul € 30ug/5ul reduziu a
hiperalgesia muscular persistente, no entanto a dose a dose de 10ug/5ul obteve diferenca
significativa quando comparada a de 30ug/5ul (p<0,0001 , Two Way ANOVA, pés teste de
Tukey). A AUC confirmou a eficicia da dose de 10ug/5ul em reduzir a hiperalgesia muscular
persistente (p<0,0001 , One Way ANOVA, , pos teste de Tukey) B) O pré-tratamento com
minociclina (10ug/5ul ) antes da injecdo de carragenina ou de PGE: foi eficiente em reduzir
a hiperalgesia muscular persistente (p<0,0001 , Two Way ANOVA, pos teste de Tukey). A
AUC confirmou a eficacia do tratamento com minociclina em reduzir a intensidade da dor na
fase aguda e persitente da hiperalgesia muscular (p<0,0001 , One Way ANOVA, , pds teste
de Tukey). Os simbolos “*” e “*” indicam diferenga significativa com os grupos carragenina e

salina, respectivamente. O simbolo “#” indica diferenga entre as doses de minociclina.
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4.2 Envolvimento de astrocitos no desenvolvimento da hiperalgesia
muscular persistente:

A avaliacdo da participacao de astrdcitos no desenvolvimento da hiperalgesia
muscular persistente foi realizado através do pré-tratamento com fluorocitrato,
um inibidor metabdlico de astrécitos, 30 minutos antes da administracdo da
injecao de PGEZ2 (i.t, 1nmol/5ul e 3nmol/5ul). Foi visto uma redugao significativa
na hiperalgesia muscular persistente quando comparado ao grupo
Carragenina/PGE: (figura 6A, Two way ANOVA, p <0,0001, teste de Tukey). A
andlise de AUC demonstrou que ambas as doses de tratamento com fluorocitrato
(1Tnmol/5ul e 3nmol/5ul) foram eficientes em reduzir a hiperalgesia persistente
qguando comparado ao grupo Carragenina/PGE2. No entanto, quando comparado
a eficacia das doses na reducdo da hiperalgesia persistente, foi visto que o grupo
tratado com a dose de 1nmol/5ul apresentou uma maior redugéo da hiperalgesia
guando comparado aos animais pré tratados com a dose de 3nmol/5ul de
fluorocitrato (figura 6A, One way ANOVA, p <0,0001, teste de Tukey, (39, 264) =
15,09, n=5). Os animais tratados com fluorocitrato previamente a administracao
de carragenina (30 minutos antes, i.t, 1nmol/5ul) apresentaram redugdo na
intensidade da hiperalgesia aguda (entre os dias 0 e 3) e na hiperalgesia
persistente (entre os dias 10 e 17) comparado ao grupo Carragenina/PGE:2
(figura 6B, Two way ANOVA, p <0,0001, teste de Tukey). A AUC confirmou a
reducdo da hiperalgesia persistente quando o pré tratamento com fluorocitrato
foi realizado antes da injecdo de carragenina ou de PGE: (figura 6B, One way
ANOVA, p <0,0001, teste de Tuke, pré Cg: Fase aguda: F (2, 16) = 584,6; Fase
persistente: F (2, 16) = 541,1, n=5, pré PGE2 F (2, 15) = 735,5, n=4). Assim,
sugere-se, que no modelo de hiperalgesia muscular persistente utilizada no
presente estudo, os astricitos participam da fase aguda e persistente da
hiperalgesia muscular persistente.

Figura 6:
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Figura 6. A) O pré-tratamento com fluorocitrato em ambas as doses 1ng/5ul e 3ng/5ul

reduziu a hiperalgesia muscular persistente, no entanto a dose a dose de 1ng/5ul obteve

diferenca significativa quando comparada a de 3ng/5ul (p<0,0001 , Two Way ANOVA, pos

teste de Tukey). A AUC confirmou a eficacia da dose de 50ug/5ul em reduzir a hiperalgesia

muscular persistente (p<0,0001 , One Way ANOVA, , pos teste de Tukey) B) O pré-

tratamento com fluorocitrato (1ng/5ul) antes da injecdo de carragenina ou de PGE: foi

eficiente em reduzir a hiperalgesia muscular persistente (p<0,0001 , Two Way ANOVA, pos
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teste de Tukey). A AUC confirmou a eficacia do tratamento com fluorocitrato em reduzir a
intensidade da dor na fase aguda e persitente da hiperalgesia muscular (p<0,0001 , One
Way ANOVA, , pos teste de Tukey. Os simbolos “*” e “*” indicam diferenga significativa com
0s grupos carragenina e salina, respectivamente. O simbolo “#” indica diferenca entre as

doses de fluorocitrato.

4.3 Envolvimento de receptores P2X4 do corno dorsal da medula
espinhal no desenvolvimento da hiperalgesia muscular persistente:

O pré-tratamento com o antagonista seletivo de receptores P2X4, 5BDBD,
15 minutos antes da injecao de PGE: (i.t., 15ug/5ul e 50ug/5pl) foi eficiente
em reduzir a intensidade da hiperalgesia muscular persistente em relacao ao
grupo Carragenina/PGE: (figura 7A, Two way ANOVA, p <0,0001, teste de
Tukey). A andlise de AUC demonstrou que a dose de 50ug/5ul foi mais eficaz
em reduzir a intensidade da dor na fase persistente comparado aos grupos
Carragenina/PGE:z e ao grupo tratado com a dose de 15ug/5ul (figura 7A,
One way ANOVA, p <0,0001, teste de Tukey, F (39, 265) = 11,74, n=5). O
tratamento com 5BDBD (15 minutos antes, i.t, 50ug/5ul) prévio a
administragao de carragenina reduziu a intensidade da dor na fase aguda
(entre os dias 0 e 3) e na fase persistente (entre os dias 10 e 17) quando
comparado ao grupo Carragenina/PGE: (figura 7B, Two way ANOVA, p
<0,0001, teste de Tukey). A analise de AUC confirmou que o pré tratamento
com 5BDBD, antes da administracdo da carragenina ou da PGE: é capaz de
reduzir a intensidade da hiperalgesia muscular persistente (figura 6B, One
way ANOVA, p <0,0001, teste de Tukey, Fase aguda: F (2, 15) = 286,4; Fase
persistente: F (2, 15) = 283,7, n=4, pré PGE:2 F (39, 265) = 11,74, n=5).0s
achados demonstram que h& participacdo de receptores P2X4 do corno
dorsal da medula no desenvolvimento da fase aguda e persistente da
hiperalgesia muscular persistente.

Figura 7:
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Figura 7. A) O pré-tratamento com 5BDBD em ambas as doses (15ug/5ul e 50ug/5pl)

reduziu a hiperalgesia muscular persistente, no entanto a dose a dose de 50ug/5ul obteve

diferenca significativa quando comparada a de 15ug/5ul (p<0,0001 , Two Way ANOVA, pos

teste de Tukey). A AUC confirmou a eficacia da dose de 50ug/5ul em reduzir a hiperalgesia

muscular persistente (p<0,0001, One Way ANOVA, , pés teste de Tukey) B) O pré-

tratamento com 5BDBD (50ug/5ul) antes da inje¢ao de carragenina ou de PGE: foi eficiente
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em reduzir a hiperalgesia muscular persistente (p<0,0001, Two Way ANOVA, pos teste de
Tukey). A AUC confirmou a eficacia do tratamento com 5BDBD em reduzir a intensidade da

dor na fase aguda e persitente da hiperalgesia muscular (p<0,0001 , One Way ANOVA, , p0s

¥k

teste de Tukey). Os simbolos “*” e indicam diferenga significativa com os grupos

carragenina e salina, respectivamente. O simbolo “#” indica diferenga entre as doses de
5BDBD.

4.4 Envolvimento de receptores P2X7 do corno dorsal da medula
espinhal no desenvolvimento da hiperalgesia muscular persistente:

O pré-tratamento com o antagonista seletivo de receptor P2X7, A438079,
15 minutos antes da injecdo de PGE:2 (i.t., 15ug/5ul e 50ug/5ul) reduziu a
hiperalgesia muscular persistente quando comparado ao grupo
Carragenina/PGE: (figura 8A, Two way ANOVA, p <0,0001, teste de Tukey).
A analise da AUC demonstrou que a dose de 50ug/5ul apresentou mais
eficiéncia em reduzir a intensidade da hiperalgesia persistente quando
comparado ao grupo tratado com a dose de 15ug/5ul e ao grupo
Carragenina/PGE: (figura 8A, One way ANOVA, p <0,0001, teste de Tukey).
Ao administrar o tratamento com A438079 antes da injecdo de carragenina,
houve uma reducéo na intensidade da dor na fase aguda (entre os dias O e
3) e na fase persistente (entre os dias 10 e 17) quando comparado ao grupo
Carragenina/PGE: (figura 8B, Two way ANOVA, p <0,0001, teste de Tukey).
A AUC confirmou os dados, demonstrando que o tratamento com antagonista
de P2X7 antes da carragenina ou da PGE: é eficiente em reduzir a
hiperalgesia muscular persistente (figura 8B, One way ANOVA, p <0,0001,
teste de Tukey), sugerindo assim um possivel envolvimento de receptores
P2X7 do corno dorsal da medula espinhal medulares no desenvolvimento da
fase aguda e persistente da hiperalgesia muscular persistente.

Figura 8:
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Figura 8. A) O pré-tratamento com A438079 em ambas as doses (15ug/5ul e 50ug/5ul)
reduziu a hiperalgesia muscular persistente, no entanto a dose a dose de 50ug/5ul obteve
diferenca significativa quando comparada a de 15ug/5ul (p<0,0001 , Two Way ANOVA, pés
teste de Tukey). A AUC confirmou a eficacia da dose de 50ug/5ul em reduzir a hiperalgesia
muscular persistente (p<0,0001 , One Way ANOVA, , pos teste de Tukey) B) O pré-
tratamento com A438079 (50ug/5ul) antes da injegédo de carragenina ou de PGE:foi eficiente
em reduzir a hiperalgesia muscular persistente (p<0,0001 , Two Way ANOVA, pés teste de
Tukey). A AUC confirmou a eficicia do tratamento com A438079 em reduzir a intensidade

da dor na fase aguda e persitente da hiperalgesia muscular (p<0,0001 , One Way ANOVA,



39

,pos teste de Tukey). Os simbolos “” e “*” indicam diferenca significativa com os grupos
carragenina e salina, respectivamente. O simbolo “#” indica diferenga entre as doses de
A438079.

4.5 Envolvimento de receptores PPARy do corno dorsal da medula espinhal
ativados pelo exercicio fisico no desenvolvimento da hiperalgesia
muscular persistente:

O protocolo de exercicio fisico realizado prévio a administracdo de
carragenina (100 ug/20 pl, i.m) foi eficiente em prevenir o desenvolvimento da
hiperalgesia muscular persistente no grupo Carragenina/PGE2 — Exercicio Fisico
quando comparado aos animais Carragenina/PGE:z (figura 10A, Two way
ANOVA, p <0,0001, teste de Tukey). Os animais exercitados foram pré tratados
com a administracdo intratecal de GW9662, um inibidor especifico de PPARY,
15 minutos antes da injecdo de PGE-2, os resultados demonstram que ambas as
doses utilizadas (5ug/5ul e 15ug/5ul) foram eficientes em reverter a hipoalgesia
induzida pelo exercicio quando comparado ao grupo Carragenina/PGE2 —
Exercicio Fisico, ainda assim também diferem do grupo Carragenina/PGE:2
(figura 10A, Two way ANOVA, p <0,0001, teste de Tukey). A andlise de AUC
demonstrou que a dose de 15ug/5ul foi capaz de causar uma maior reversao da
hipoalgesia induzida pelo exercicio quando comparado aos animais pré tratados
com a dose de 5ug/5ul e ao grupo Carragenina/PGE:2 — Exercicio Fisico (figura
8A, One way ANOVA, p <0,0001, teste de Tukey, F (78, 542) = 10,38, n=5).
Quando o GW9662 (15 minutos, i.t, 15ug/5ul) foi administrado prévio a
administracdo da carragenina, 0s animais exercitados, apresentaram reversao
da hipoalgesia muscular na fase aguda (entre os dias 0 e 3) e na fase persistente
(entre os dias 10 e 17) quando comparado ao grupo Carragenina/PGE2 —
Exercicio Fisico, no entanto, ainda difere da hiperalgesia do grupo
Carragenina/PGE: (figura 10B, Two way ANOVA, p <0,0001, teste de Tukey). A
AUC confirma os resultados demonstrando que o pré tratamento com GW9662
pré injecdo de carragenina ou PGE:2 é capaz de reverter parcialmente o efeito
hipoalgésico do exercicio (figura 10B, One way ANOVA, p <0,0001, teste de
Tukey, pré Cg F (3, 28) = 255,7; Fase persistente: F (3, 28) = 252,6, n=5, pré
PGE2. F (2, 15) = 449,6). Desse modo, os resultados sugerem que ha
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envolvimento dos receptores PPARy do corno dorsal da medula espinhal na
prevencao da cronificacdo da dor através do exercicio fisico.
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Figura 10. A) O pré-tratamento com GW9662 em ambas as doses (5ug/5ul e 15ug/5pl) foi
capaz de reverter parcialmente a hipoalgesia induzida pelo exercicio, no entanto a dose de
15ug/5ul obteve diferenga significativa quando comparada a de 5ug/5ul (p<0,0001 , Two
Way ANOVA, pés teste de Tukey). A AUC confirmou a eficacia da dose de 15ug/5ul em
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reduzir a hiperalgesia muscular persistente (p<0,0001 , One Way ANOVA, , pos teste de
Tukey B) O pré-tratamento com GW9662 (15ug/5ul) antes da injecdo de carragenina ou de
PGE: foi eficiente em reduzir a hiperalgesia muscular persistente (p<0,0001, Two Way
ANOVA, pos teste de Tukey). A AUC confirmou a eficacia do tratamento com GW9662 em
reduzir a intensidade da dor na fase aguda e persitente da hiperalgesia muscular (p<0,0001
, One Way ANOVA, ,pés teste de Tukey). Os simbolos “*” e “*” indicam diferenca significativa
com os grupos carragenina e salina, respectivamente. O simbolo “#” indica diferenca entre
as doses de GW9662.

5. DISCUSSAO

O presente estudo demonstrou que o tratamento com inibidores da
ativacdo de micrdglias e astrocitos reduz a intensidade da dor na fase aguda e
cronica da hiperalgesia persistente, sugerindo a participacdo dessas células na
inducdo e manutencdo da hiperalgesia muscular persistente. Os receptores
P2X4 e P2X7 também demonstraram participar do desenvolvimento da
hiperalgesia muscular persistente, uma vez que o blogueio de ambos através de
seus respectivos antagonistas, reduziu a hiperalgesia mecanica em ambas as
fases. A natacdo se mostrou eficaz em prevenir o desenvolvimento da
hiperalgesia persistente, além disso, 0os animais pré tratados com GW9662,
antagonista de receptores PPARy, apresentaram uma reversao parcial da
hipoalgesia induzida pelo exercicio, sugerindo que esses receptores podem ter
sido ativados através do exercicio e que essa ativacdo desempenha um papel a
ser investigado no desenvolvimento da hiperalgesia muscular persistente.

O presente estudo demonstrou que o pré-tratamento intratecal com
minociclina antes da carragenina reduz a hiperalgesia muscular mecéanica aguda
e persistente. Ainda, demonstramos que o pré-tratamento com minociclina
previamente & PGE2também reduziu a hiperalgesia muscular persistente.

E conhecido que a administracdo de minociclina um agente
semissintético, pertencente a classe de antibidticos tetraciclina, que possui
efeitos distintos das func¢des classicas de antibidticos, como a agdo antimicrobial
(Tikka et al., 2001) é capaz de penetrar no SNC (Kobayash et al., 2016) e
interromper o processo de ativacao microglial, sem afetar diretamente a funcéo
neuronal e astroglial (Raghavendra et al., 2003; Tikka et al., 2001). A utilizag&o

da minocicilina tem se mostrado eficiente na reducdo da dor neuropatica, uma
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vez que o blogqueio da ativagao da microglia em animais com lesao nervosa reduz
a expressao de TLR4, de modo a reduzir a ativacdo microglial no corno dorsal
da medula espinhal e assim, reduzindo a hiperresponsividade neuronal (Nazemi
et al. 2015). Em modelo de dor lombar induzida por injegdo de NGF no musculo
multiifidos, a administragdo de minociclina quando feita antes da primeira injecéo
de NGF foi capaz de reduzir o estado de sensibilizacdo letente, no entanto o
tratamento com o inibidor de ativacdo microglial apds a segunda injecdo de NGF
nao foi eficiente em reverter a hipersensibilizacdo neuronal, sugerindo que as
micréglias participam da indugdo da cronificacdo mas ndo da manutencéo
(Zhang et al., 2017). Além disso, tem sido encontrado que a administracdo via
intraperitoneal antes de injecdo de salina acida ou zymosan ndo impede o
desenvolvimento da dor em resposta a inflamacéao periférica, no entanto, reduz
a intensidade da dor neuropética em modelo de leséo nervosa (Padi et al., 2008).
O estudo de Bastos et al., 2007 demonstrou que o tratamento com minociclina
reduziu o edema da pata e as respostas dolorosas causadas pela injecdo de
carragenina e formalina, corroborando com os nossos achados.

Uma hipétese para que a reducdo da dor na fase persistente seja
visivelmente mais expressiva ap0s o estabelecimento da fase persistente, pode
se dar ao fato de que a sensibilizacdo periférica pode induzir um aumento na
proliferacdo de micrdglias em seu estado ativado na medula espinhal (Echeverry
et al., 2018). Assim, quando ocorre o blogueio da ativacdo dessas células dias
antes do segundo insulto, a minociclina blogueia uma maior quantidade de
micréglias ativas, resultando nessa maior reducdo da intensidade dolorosa na
fase persistente.

A principal funcdo dos astrocitos envolve a recaptagdo de glutamato
(neurotransmissor excitatério) e GABA na regido sinaptica através de
transportadores astrociticos (Danbolt, 2018). O glutamato citosdlico pode ser
convertido em glutamina, um aminoacido precursor de glutamato e GABA,
através da enzima glutamina sintetase, assim a glutamina é transportada para
0s terminais neuronais para fornecer uma abundante quantidade de glutamato,
auxiliando na facilitacdo da transmisséo sinaptica (Kanamori e Ross 2006), esse
ciclo glutamato-glutamina € um mecanismo chave na sensibilizacdo central e &

uma atividade especifica dos astréocitos (Hertz e Zielke 2004). De modo que,
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tratamento com inibidores desse ciclo, afetam diretamente a producdo da
sensibilizacao central em condi¢des de dor inflamatdria aguda e crénica (Chiang,
Sessle, e Dostrovsky 2012).

Nossos dados apontam um efeito positivo na reducédo da dor na fase
aguda do modelo de hiperalgesia muscular persistente, quando administramos
o fluorocitrato (1nmol) antes da injecdo de carragenina, uma vez que difere
significativamente dos animais ndo tratados com o inibidor (Figura 6B). Em
relagdo ao pré-tratamento com fluorocitrato realizado antes do insulto com a
PGE-2, houve uma reducao significativa na hiperalgesia persistente.

A liberacédo de ATP dos astrocitos em resposta a lesdo e a dos astrocitos
vizinhos também pode aumentar a sinalizacdo nociceptiva, de modo a sugerir
uma importante funcdo dessas células no processamento da dor (Wu et al.
2012). Estudos utilizando fluorocitrato, um inibidor de astrécitos que
desempenha sua funcdo ao entrar na célula glial e bloquear uma enzima
especifica chamada aconitase, que converte citrato em isocitrato interrompendo
0 metabolismo astroglial (Gao e Ji 2010; Wieseler-Frank, Maier, e Watkins 2005;
Fonnum, Johnsen, e Hassel 1997) é capaz de reduzir a dor neuropatica através
da reducédo de quimiocinas e citocinas pro inflamatorias (Choi et al. 2019, Luo et
al. 2016, Gruber-Schoffnegger et al. 2013), a dor subcutanea induzida por
formalina também é reduzida com a injecao de fluorocitrato, sendo que um dos
possiveis mecanismos é através da diminuigdo de INOS (Sun et al. 2009).

O estudo de Ledeboer et al. 2006 demonstrou que em um modelo de dor
muscular induzido por salina acida, a administracdo de fluorocitrato nao foi
eficiente em reduzir a dor, em contrapartida no modelo de dor lombar, foi visto a
reversdo da sensibilizacdo latente existente (Zhang et al., 2018). com
fluorocitrato realizado antes do insulto com a PGE2, houve uma reducéo
significativa na hiperalgesia persistente. Como citado anteriormente, as
microglias parecem participar da fase de inducdo da dor cronica, enquanto 0s
astrocitos séo envolvidos a manutencgédo da condic¢ao cronica (Cheng, et al., 2015
Zhang, et al., 2018), sugere-se que isso ocorra pelo fato de que as microglias
reagem mais rapido e induzem a ativacdo dos astrécitos, além de determinarem
o destino dessas células, enquanto os astricitos ndo sao eficientes em induzir a

ativacdo de microglias mas é capaz de controlar funcdes microgliais atraves de
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moléculas como o ATP (Jha etal., 2019). Dessa forma, os dados obtidos em
relacdo ao modelo de hiperalgesia muscular persistente de carater inflamatorio
corrobora com esses achados no que se relaciona a fase persistente, no entanto
encontramos funcionalidade de ambas as células no desenvolvimento da
hiperalgesia muscular persistente na fase aguda em relacdo a resposta
comportamental.

Averiguamos o envolvimento dos receptores P2X4 no modelo de
hiperalgesia persistente cronica através da injecdo intratecal do antagonista
5BDBD, cujo foi demonstrado exercer um efeito como antagonista alostérico e
com uma alta especificidade para os receptores P2X4 (Abdelrahman et al. 2017;
Coddou, Sandoval, and Stojilkovic 2020). A administracdo de 5BDBD intratecal
antes da injecao de carragenina reduziu a fase aguda da hiperalgesia, no entanto
na fase persistente a redugcéo nao se demonstrou tdo expressiva, sugerindo que
o blogueio dos receptores P2X4 previamente a inflamacao inicial ndo é suficiente
para suprimir o desenvolvimento do primming hiperalgésico de modo que, apos
a sensibilizacdo induzida pela PGE2, a cronificagdo da dor se estabelece.

Quando administrado antes da PGE2, o 5BDBD reduziu a intensidade da
dor na fase de hiperalgesia persistente, dessa maneira sugere-se que 0S
receptores P2X4 estdo envolvidos na hiperalgesia muscular persistente. Na
inflamacéo periférica foi observado que a ativacdo de P2X4 nos neuronios
sensoriais induz liberagdo de BDNF no corno dorsal da medula espinhal durante
a inflamacéo de longa duracao, essa hipétese é suportada pelo fato de que vias
dependetes de BDNF no corno dorsal séo interrompidas em animais deficientes
de P2X4 (Lalisse et al. 2018).

Diversos estudos demonstraram a ativacdo de receptores P2X4 na
micréglia apos inducdo da dor neuropatica, com isso, foi possivel comecar a
desvendar as possiveis vias por qual esse fenbmeno ocorre (Beggs, Trang, and
Salter 2012; (Tozaki-Saitoh et al. 2008). Entre as possibilidades foi visto que ha
liberacdo de BDNF da micrdgia por estimulacdo dos receptores P2X4 (Trang e
Salter 2012), o aumento da expressédo de P2X4 esta relacionado ao aumento de
fibronectina (Tsuda et al. 2008), ligantes de TLR4 estimulam o aumento desses
receptores indicando que a micréglia é capaz de identificar estimulos

inflamatorios por diferentes mecanismos (Guo et al. 2006). Em modelo de artrite
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reumatoide inflamatdria o bloqueio com antisense do RNA dos recpetores P2X4
suprime a producéo de citocinas pro inflamatérias, além disso é capaz de inibir
a ativacdo do inflamassomo NLRP1 melhorando a inflamacé&o. Essa a¢céo ocorre
através da inducéo do influxo de Ca?* que é necesséria para a producéo de de
IL-1B e IL-6 via ativagao de receptores P2X7 (Suurvali et al. 2017; Li et al. 2014,
Sakaki et al. 2013).

No estudo de Lalisse et al., 2018 foi visto que em resposta a um estimulo
inflamatdrio periférico os receptores P2X4 atuam liberando BDNF dos neuronios
sensoriais de maneira independente da microglia. Porém, no presente estudo
ainda nao foi possivel averiguar de maneira biomolecular se o efeito obtido &
através dos receptores P2X4 microgliais ou neuronais.

Sabendo-se da interacdo entre receptores P2X4 e P2X7 em micréglias e
gque animais que ndo expressam 0s receptores P2X7 n&do desenvolvem dor
cronica inflamatéria e neuropatica através da reducdo da liberacdo de IL-1f3
(Chessell et al. 2005) analisamos a hipotese de que o bloqueio dos receptores
P2X7 do corno dorsal da medula espinhal previne o estabelecimento da
cronificacdo da dor muscular. Encontramos que o pré-tratamento com o
antagonista seletivo de receptores P2X7 antes da carragenina apresenta uma
reducdo na intensidade da dor, porém o efeito que ocorre quando os animais sédo
tratados com 0 mesmo antagonista antes da inje¢do de PGE> se mostra visivelmente
mais expressivo. Uma possibilidade é a de que a ativacdo dos receptores P2X7
ocorra de maneira mais tardia quando comparado aos receptores P2X4, no
entanto para averiguar essa hipotese € necessario analisar o efeito de ambos
receptores de maneira conjunta no comportamento doloroso, além de investigar
a expressao desses receptores nas micréglias e neurénios ao longo da curva
temporal.

No presente estudo, utilizamos o exercicio fisico como estratégia para
ativacao de receptores PPARy na medula espinhal e analisamos essa hipotese
através da administracao intratecal do antagonista seletivo de PPAR y, GW9662.
Foi visto que o exercicio induziu o efeito hipoalgésico de modo que ao fim da
curva ndo ha diferenca entre os animais que receberam o veiculo salina e os
animais exercitados. O pré tratamento com GW9662 pré injecdo de carragenina

e de PGE: foi capaz de reverter parcialmente a hipoalgesia induzida pelo
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exercicio fisico, sugerindo que o exercicio fisico é capaz de ativar os receptores
PPARy da medula espinhal e que os mesmos desempenham um papel na
inducdo e manutencao da hiperalgesia muscular persistente (Figura 9B). No
entanto, ndo podemos afirmar que a ativagdo de PPARYy ocorreu nas microglias,
visto que a ativacdo desses receptores em neurdnios do corno dorsal também
sao eficientes em reduzir a dor (Fu et al., 2021). Por isso, investigaremos via
imunofluorescéncia a localizacdo desses receptores para uma analise mais
profunda do mecanismo de atuacdo dos receptores PPARy ativados via
exercicio fisico na medula espinhal.

Os receptores PPARY séo fatores de transcricdo com importantes funcdes
metabdlicas (Li et al. 2013). Estudos utilizando agonistas de PPARy demonstram
efeitos neuroprotetivos e de diminui¢do da lesdo em modelos de neuropatologia
(Victor et al., 2006;Zhao et al., 2006). Na medula espinhal em modelo de
neuropatia, o tratamento com agonistas desse receptor reduz a producdo de
TNF-a e IL-1B através do bloqueio dos receptores TLR4 microgliais (Jia et al.,
2016).

Recentemente, nosso grupo de pesquisa demonstrou que 0 exercicio
fisico previne o desenvolvimento da hiperalgesia aguda induzida por carragenina
e que esse mecanismo pode ser dependente de PPARy que contribuem com a
modulacdo de CINC-1 nesse processo (Azambuja et al., 2020). Além disso,
nossa linha de estudos demonstrou que o exercicio por si s6 € capaz de prevenir
o desenvolvimento da hiperalgesia muscular persistente através da modulacao
fenotipica de macrofagos, ademais a ativacdo de receptores PPARYy via
exercicio também induz a polarizacdo de macréfagos de M1 com caracteristicas
predominantemente inflamatorias para M2, anti-inflamatdério, assim prevenindo o
desenvolvimento da hiperalgesia muscular persistente e modula a liberacdo de
IL-10 (Azambuja et al., 2021).

Especificamente na microglia, os receptores PPARy também atuam na
modulacdo fenotipica dessas células na medula espinhal, uma vez que a
utilizacdo de um lentivirus para induzir a superexpressao do gene de PPARYy no
corno dorsal, foi capaz de diminuir a expressdo do marcador de microglias M1,
CD86, além de reduzir a quimiocina envolvida no processo de comunicacéo
inflamatoria, CX3CR1, e a fosforilacdo de p38MAPK e ERK (Li et al., 2021).
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A luz dos dados apresentados sugere-se um importante envolvimento de
células e receptores do corno dorsal da medula espinhal no desenvolvimento da
hiperalgesia muscular persistente de origem inflamatoria, no entanto o
mecanismo de acdo das células da glia, dos receptores purinérgicos e PPARy
ainda precisa ser investigado.
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6. CONCLUSAO:

O presente estudo demontrou que microglias e astrgcitos participam do
desenvolvimento da hiperalgesia muscular persistente de origem inflamatéria e
que ambas células atuam na inducdo e manutenc¢do da hiperalgesia persistente.
Ainda, apresentou o envolvimento dos receptores purinérgicos P2X4 e P2X7 do
corno dorsal da medula espinhal no modelo de hiperalgesia inflamatéria, e
também demonstrou que ambos participam da hiperalgesia aguda e persistente.
Além disso, os receptores PPARy do corno dorsal da medula espinhal séo
ativados em animais exercitados e atuam na hiperalgesia muscular persistente.
Dessa maneira, 0 estudo caracterizou células e receptores do corno dorsal da
medula espinhal que participam da resposta comportamental do modelo de
hiperalgesia muscular persistente. Sendo assim, iremos investigar as possiveis

vias de comunicagéo entre as possibilidades encontradas no estudo.
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