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Resumo

A inflamacdo é um processo vital para a restauracdo do tecido lesado
apresentado com uma importante caracteristica a dor inflamatéria. Nesse
contexto, a via da ciclooxigenase (COX) estad fortemente relacionada ao
processo inflamatorio e doloroso. Normalmente, a isoforma da COX-1 € descrita
como homeostatica, enquanto a COX-2 é caracterizada como induzivel na
condicdo inflamatéria. Embora seja bem estabelecido que as células
neutrofilicas estejam fortemente envolvidas no processo inflamatério, sendo as
primeiras a chegar ao local inflamado, ainda ndo ha evidéncias sobre o papel
especifico da COX-2 derivada de neutréfilos neste processo. Assim, no presente
estudo, demonstramos pela primeira vez que a COX-2 derivada de neutrofilos
desempenha um papel fundamental na hiperalgesia inflamatoria periférica. Em
nosso estudo, camundongos knockout condicional para Cox-2 em neutrofilos
(Cox-2) exibiram maior sensibilidade a dor apés injecéo de carragenina (CG) e
hiperalgesia induzida por IL-18 de longa duragdo em comparagao com o grupo
controle (Cox-2**). Além disso, a inflamac&o induzida por CG em camundongos
Cox-27 levou a superexpressédo de COX-1, além do aumento da migracédo de
neutréfilos e citocinas pro-inflamatorias (por exemplo, IL-1 e CXCL-1). Em
contraste, apdés estimulagdo in vitro com LPS, os neutréfilos Cox-27
apresentaram niveis mais baixos de IL-18 e CXCL-1 em comparacdo ao grupo
controle. Nossos achados revelam que a COX-2 derivada de neutr6filos tém um
papel importante na regulagcdo do processo inflamatério e da hiperalgesia
inflamatoéria.

Palavras-chave: Dor — inflamacao — ciclooxigenase — Carragenina — Citocinas.



Abstract

Inflammation is a vital process for the injured tissue restoration and one of its
hallmarks is inflammatory hyperalgesia. The cyclooxygenase (COX) pathway is
strongly related to the inflammatory and pain process. Usually, COX-1 isoform is
described as homeostatic, while COX-2 is characterized as inducible in
inflammatory condition. Although it is well known that neutrophil cells are one of
the main cells involved in inflammatory process, and the first to arrive at the
inflamed site, there are still no evidence regarding the specific role of neutrophil-
derived Cox-2 in this process. Thus, in the present study we demonstrate for the
first time that neutrophil-derived COX-2 plays a key role in peripheral
inflammatory hyperalgesia. Conditional knockout mice for Cox-2 in neutrophil
(Cox-27) exhibited higher pain sensitivity after carrageenan (CG) injection and
long-lasting IL-1B-induced hyperalgesia compared with control group (COX-2*).
Also, CG-induced inflammation in Cox-27- mice showed Cox-1 overexpression,
and increased neutrophil migration and pro inflammatory cytokines (e.g., IL-18
and CXCL1). In contrast, after in vitro LPS stimulation, Cox-27- neutrophil showed
lower levels of IL-1B and CXCL-1 compared to the control group. These findings
revealed that neutrophils COX-2 has an important role in regulation the

inflammatory process and the inflammatory hyperalgesia.

Keywords: Pain — inflammation — cyclooxygenase — Carrageenan — cytokines.
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1. INTRODUCAO

2.1. Inflamacéo

A inflamacdo pode ser definida como uma resposta inespecifica a
estimulos nocivos, patdgenos invasores, ou sinais enddégenos relacionados a
uma injuria, sendo caracterizada como um processo fisioldgico vital (ASHLEY;
WEIL; NELSON, 2012). De forma geral, a inflamacéo aguda apresenta uma série
de eventos celulares e moleculares que visam a eliminacao do estimulo danoso
e a reparacdo tecidual de forma rapida e controlada. No entanto, em
consequéncia de uma desregulacédo desse processo, 0 mesmo pode apresentar
acdo prolongada e exacerbada, podendo resultar em dano, inflamacéo
persistente e retardo do reparo tecidual (WEISS, 2008). Essa desregulacéo,
inclusive, pode estar relacionada com condi¢des patologicas crénicas como, por

exemplo, a dor crbénica (WEISS, 2008).

2.1.1. Mecanismos da inflamacao

O mecanismo relacionado a cascata inflamatoria consiste da participacdo
integrada e fortemente regulada de eventos celulares e microvasculares, os
quais atuam articulados pela sinalizacdo de moléculas denominadas citocinas
(ASHLEY; WEIL; NELSON, 2012). Na imunidade inata, esse processo € iniciado
por células imunes residentes presentes no tecido, tais como macréfagos,
fibroblastos, mastocitos, eosinodfilos e células dendriticas que, de forma
inespecifica, reconhecem um estimulo nocivo através de receptores de
reconhecimento de padrdes intracelulares (ou expressos na superficie celular)
denominados PRR’s (NEWTON; DIXIT, 2012). Esses receptores identificam de

forma direta ou indireta padres moleculares associados a patdogenos (PAMPS)
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ou a danos (DAMPS) e, uma vez ativados, iniciam a sinalizacado que promove a
liberacdo de fatores recrutadores de leucdcitos para o sitio inflamatério, processo
denominado como quimioatracdo (CRUVINEL et al., 2010; NEWTON; DIXIT,
2012).

Apés a chegada dos leucécitos, ha interacdo dessas células com as
células do endotélio através de proteinas (selectinas) expressas em suas
membranas (HARJUNPAA et al., 2019). Nessa fase, os leucdcitos reduzem a
velocidade e passam a margear e rolar na parede do vaso. A etapa seguinte esta
entdo relacionada com uma maior aderéncia dos leucdcitos as células
endoteliais do vaso através da interacdo com proteinas denominadas integrinas
(HARJUNPAA et al., 2019; NOURSHARGH; ALON, 2014). ApGs esse processo,
ocorre a diapedese, definida como a transmigracdo das células leucocitarias
para o tecido, e que ocorre através da interacdo de outras moléculas de adeséo
(PECAM) que faciltam a passagem das células através do endotélio
(NOURSHARGH; ALON, 2014). Por fim, através de quimiotaxia e em
consequéncia ao gradiente de concentracdo das quimiocinas, o leucécito chega
ao foco da inflamacé&o no tecido (fig.1) (IMHOF; DUNON, 1997).

Apés a instauracdo do quadro inflamatério agudo, 0 mesmo pode ser
caracterizado por 5 principais sinais: Rubor (vermelhiddo), calor, tumor
(inchago), dor e perda de fungdo. Os dois primeiros sdo consequéncia do
aumento do fluxo sanguineo para a regiao inflamada, o terceiro esta relacionado
ao acumulo de fluidos, e a dor esta relacionada com mediadores liberados nos
terminais nervosos, levando a sensibilizagéo dos nociceptores (PARAKRAMA T

CHANDRASOMA; CLIVE R TAYLOR, 1998).



15
() quimiocatragéo

Marginagao

— e rolamento
Leucdcito

Lumen do vaso

Parede do vaso
Sitio
inflamatério

Figura 1. Migracgao leucocitéria para o sitio inflamado. Citocinas e quimicionas
sao liberadas no local, atraindo leuc6citos. Nesse processo, as células endoteliais
do vaso passam a expressar proteinas de adesao, que facilitam a aderéncia ao
vaso das células imunes circulantes que, por fim, transmigram pelos espagos do
endotelio chegando ao tecido inflamado. Criado com BioRender.com.

E valido ressaltar que nem sempre a inflamac&o sera acompanhada de
todos os sinais supracitados, podendo, em alguns casos, manifestar-se de forma
"silenciosa". No entanto, a indicacdo ao individuo do possivel comprometimento
ou prejuizo tecidual estd associada ao senso de preservacao da area afetada e
ao cuidado quanto a manifestacéo exacerbada desse processo inflamatério que,
caso ndo seja controlado, pode relacionar-se com o surgimento de diversas
patologias de natureza crénica em diferentes graus de severidade (INSTITUTE

FOR QUALITY AND EFFICIENCY IN HEALTH CARE, 2006).

2.1.2. Neutrofilos: As primeiras células a migrarem para o local da
inflamacao.

Os neutrofilos, também conhecidos como leucécitos
polimorfomonucleares (PMN), sdo descritos como uma das principais células
envolvidas no processo inflamatoério, sendo as primeiras a chegarem ao local

inflamado para agir na eliminagcdo de patogenos (MANTOVANI et al., 2011).
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Nesse contexto, as células neutrofilicas contribuem para a fisiopatologia de
doencas inflamatérias de diversas maneiras, incluindo seu arsenal
extremamente toxico de moléculas lesivas aos patdégenos, sintese e liberagédo
de uma ampla variedade de citocinas, quimiocinas e outras moléculas, sendo
capazes, portanto, de orquestrar o inicio e o progresso do processo inflamatorio
(TECCHIO; MICHELETTI; CASSATELLA, 2014; WRIGHT; MOOTS;
EDWARDS, 2014).

De forma geral, o mecanismo de eliminacdo de patégenos pelos
neutrofilos no sitio da inflamacéo pode se dar a nivel intracelular ou extracelular.
No primeiro, os patdgenos sao fagocitados, encapsulados (fagossomas) e
eliminados por dois mecanismos principais: a) Através da NADPH oxigenase,
relacionado com a acao de espécies reativas do oxigénio (NGUYEN; GREEN;
MECSAS, 2017) ou; b) Através de proteinas como catepsinas, defensinas,
lactoferrinas e lisoenzimas, sendo importante mencionar que esses agentes
bactericidas podem atuar tanto no interior das células, agindo diretamente nos
fagossomas (fig.2-a) (SOEHNLEIN, 2009), como no ambiente extracelular,
através de um processo denominado como degranulocitose no qual sao
liberados. Além dos agentes bactericidas, também ha a liberacdo de enzimas,
proteases, mieloperoxidade (MPO), colagenase entre outros (fig. 2-b)
(CRISTOVAM et al., 2010).

Adicionalmente, como supracitado, os neutrofilos também podem atuar a
nivel extracelular através das chamadas armadilhas extracelulares de neutrofilos
(NET's). Nesse processo, a célula expele seu conteudo nuclear composto de
proteinas granulares e citoplasmaticas como, por exemplo, histonas,

lactoferrinas, catepsinas e enzimas como a MPO e elastase. Nesse mecanismo
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ocorre degranulacdo e netose (termo utilizado para designar a morte do
neutrofilo resultante da formacdo de NET's), resultando na captura e inativagdo
dos patégenos presentes no local da inflamacéo (fig.2 - ¢) (RADA, 2019).

Mecanismos de eliminagao NADPH

d 3 Protefrias
e patogenos antinjicrobianas

o (o Y O

1 Antimicrobianos
| _—+ Proteases neutras
MPO, colagenases...

‘ S b)f%
Neutrofilo . s Fibras de DNA

. - 2 -
of e associadas a proteinas
.
o : nucleares, granulares
ey C) P e citoplasmaticas.
Y -

Figura 2. Principais mecanismos de acdo dos neutrofilos frente a patégenos na
regido do sitio inflamat6rio. a) Formacédo de fagossomo através da fagocitose do
patdégeno e eliminagdo do mesmo no interior das células através da acéo de ezimas e
proteinas antimicrobianas. b) Desgranulacao e liberacdo de varios componentes anti-
patégenos no meio extracelular. ¢) Formacdo de NET's, captura e eliminacdo do
patégeno advindas da netose. Criado com BioRender.com.

Além dos mecanismos acima mencionados, as células neutrofilicas
também apresentam a importante funcdo de regular os processos inflamatérios
através da sintese de citocinas e prostaglandinas, pelas quais também podem
ser influenciadas (TECCHIO; MICHELETTI; CASSATELLA, 2014; WRIGHT et
al., 2010). A partir desse processo 0s neutrofilos produzem e orquestram um
ambiente propicio diante de um estimulo inflamatério (TECCHIO; MICHELETTI;
CASSATELLA, 2014; WRIGHT et al., 2010).

Um dos mecanismos regulatérios da distribuicdo de neutrofilos, partindo
da regido da medula Ossea até a periferia, se da através da acéo de células

dendriticas. Estas células, atuam nesse mecanismo, controlando a sintese e
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liberacdo de fatores do crescimento do tipo, fator estimulador de col6nia de
granuldcitos (G-CSF) e quimioatraentes de neutrofilos induzidos por citocinas
(CXCL), como o CXCL-1 (descrita em camundongos como KC), CXCL-2 e
CXCL10 (NAUSEEF; BORREGAARD, 2014).

Nesse contexto, também é importante ressaltar que os mediadores
inflamatorios carragenina (CG) e lipopolissacarideo (LPS), através da ativagéo
de cascatas que induzem a liberacdo de citocinas como a IL-18 e o TNF-q,
também possuem a capacidade de estimular a produg¢édo de CXCL-1, induzindo
a migracdo neutrofilica para a regido da inflamacao (WATANABE; KINOSHITA;
NAKAGAWA, 1989). Quimiocinas como a CXCL, além de atuarem no
recrutamento dos neutrdéfilos, também podem ser produzidas pelos mesmos,
possuindo relevancia no recrutamento de outros leucécitos e em mecanismos de
feedback negativo, com consequente agdo regulatéria nos processos imunes
(SCAPINI et al., 2000).

As citocinas, de um modo geral, constituem uma rede de componentes
essenciais para a comunicacéo e interacao de células, sendo fundamentais para
a inducdo, manutencao e regulacdo dos processos relacionados a imunidade
inata e adaptativa (KOTB; CALANDRA; ROMANI, 2003). Nesse contexto, 0s
neutréfilos tém sido descritos como importante fonte de citocinas pré-
inflamatérias e imunoreguladoras (TECCHIO; MICHELETTI; CASSATELLA,
2014). A IL-1B, é uma importante citocina pro-inflamatoria, ja descrita como fator
importante no processo de ativagdo e sobrevivéncia de células neutrofilicas,
sendo liberada em modelos in vivo através da estimulagdo local com CG
(CUNHA et al., 2000) e in vitro pela estimulagdo com LPS (HU et al., 2017). Além

disso, desempenha papel fundamental na regulacdo do recrutamento de
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neutrofilos, através da inducdo de moléculas de adeséo na superficie endotelial
e estimulacao da producéo de CXCL-1 (HIMI; YOSHIOKA; KATAURA, 1997). A
IL-1B ainda possui papel importante em modelos de hiperalgesia inflamatéria
que, classicamente, estimulam a infiltracdo neutrofilica (CUNHA et al., 2000;
REN; TORRES, 2009).

Outra citocina de relevancia para a acdo dos neutréfilos no sitio
inflamatoério € o TNF-a, membro da super familia dos TNF (CASSATEUA, 1999;
VIEIRA et al., 2009). De fato, tem sido demonstrado o aumento de quimiocinas
atraentes de neutréfilos induzidas por TNF-a no tecido inflamado (TESSIER et
al.,, 1997). Além disso, ensaios in vitro indicam o aumento da expressédo de
integrinas do tipo CD11b/CD18 em neutrofilos provenientes da agdo do TNF-a,
levando ao aumento da capacidade de adesdo dessas células ao endotélio e
auxiliando o processo de transmigracdo (MONTECUCCO et al., 2008).

Neutrdfilos, por fim, também sdo uma importante fonte de derivados da via
das ciclooxigenases (COX), destacando-se nesse processo o leucotrieno (LT)
B4, derivado da acao das lipooxigenases, e a prostaglandina (PG) Ez, induzida
pela COX (WRIGHT et al., 2010). Nesse contexto, o LTBs atua como
quimioatraente, auxiliando também nos processos de transmigragao leucocitaria
(GUERRERO et al.,, 2008). J& a PGE2, tem seu papel na conducdo da
inflamacé&o e da dor bem estabelecido (NAKANISHI; ROSENBERG, 2013), tendo
também sido descrita como agente anti-inflamatério, apresentando importante
papel na resolucdo da acao inflamatoria dos neutrofilos através da inibicdo da

acdo do LTB4 (LEVY etal., 2001; LOYNES et al., 2017).
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2.2. Dor

A dor, segundo a Associacao Internacional de Estudos da Dor (IASP, 2020)
€ atualmente descrita como “uma experiéncia sensorial e emocional
desagradavel associada, ou semelhante aquela associada, a uma lesao tecidual
real ou potencial”. No entanto, € valido ressaltar que a complexidade, e
indiscutivel importancia fisiolégica e psicoldgica da dor, a coloca como objeto de
discusséo entre diversos grupos de estudos no mundo. Ainda, segundo a IASP
(2020), a dor sempre se manifesta como uma experiéncia subjetiva, sendo,
portanto, influenciada em diferentes graus, por fatores biolégicos, psicolégicos e
sociais. Dessa forma, ao longo da vida, através das experiéncias e aprendizados,
cada individuo assimila o seu préprio conceito de dor.

Aprofundando no conceito, sabe-se que a dor pode ser classificada com
base nos mecanismos envolvidos em sua origem, tais como sua patofisiologia,
duracdo, localizacdo anatdbmica, dentre outros aspectos (ABD-ELSAYED;
DEER, 2019). Sabe-se também que a sensac¢éo da dor tem como objetivo alertar
o mecanismo de defesa do individuo frente a um potencial estimulo lesivo,
desencadeando respostas protetoras apropriadas, a fim de evitar maiores danos
ao tecido (JULIUS; BASBAUM, 2001).

A dor aguda pode ser definida como uma resposta fisioldgica a um estimulo
nocivo, que pode vir a se tornar patolégica. Possui tempo de duracéo limitado,
motivando comportamentos de preservacdo da area afetada e sendo reduzida a
medida que o tecido inicia sua cicatrizagcdo (SALLUM; GARCIA; MARIANA
SANCHES, 2010). No entanto, o quadro de dor pode vir a se tornar crénico,
frente a ndo resolugdo, ou resolugéo incorreta, do quadro inflamatério (TREEDE

et al., 2015). A dor crbnica, por sua vez, pode ser definida como a que persiste
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além do tempo considerado normal de cura, durando pelo menos de 3 - 6 meses
apos o estimulo de origem, perdendo assim o papel de alerta que é atribuido a
dor fisiologica (TREEDE et al., 2015).

Dados divulgados pela Sociedade Brasileira do Estudo da Dor (SBED,
2019) apontam que, no mundo, cerca de 20 a 40% da populacdo apresenta
queixa de dor crénica em alguma fase da vida. J& no Brasil, um estudo
epidemiologico também realizado pela SBED (2015) revelou que 42% dos
brasileiros relataram algum tipo de dor, onde cerca de 37% dos individuos
comunicaram quadro de dor crénica h& pelo menos 6 meses. No mais, dentre
0s principais fatores relacionados a cronificacéo da dor, pode-se destacar a sub-
avaliacdo e sub-tratamento, a inadequada formacao dos profissionais de saude
frente as abordagens terapéuticas para o tratamento da dor, além das crencas e
a automedicacdo realizada pelos proprios pacientes (SALLUM; GARCIA;
MARIANA SANCHES, 2010).

Tendo em vista a importdncia e a prevaléncia da dor, € evidente a
necessidade de estudos que busquem a compreensao acerca dos fatores que
possam modular a dor aguda e, consequentemente, evitar 0 processo de
cronificacdo. Além disso, ha grande relevancia em aprimorar o conhecimento
acerca das vias farmacoldgicas aplicadas para o controle e tratamento da dor

(BONICA, 1987).

2.2.1. Fibras nociceptivas

Dor e nocicepcéo séo dois termos distintos, assim, enquanto a dor de uma
forma geral se refere a uma experiéncia subjetiva a um dano real ou eminente,
a nocicepcédo se refere a ativagdo da via nociceptiva e, consequentemente, a

habilidade do organismo em detectar estimulos potencialmente nocivos
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(LOHMAN et al., 2015; MISCHKOWSKI et al., 2018). Sabe-se entdo, que a
percepcdo dos estimulos potencialmente danosos que incidem nos tecidos se
inicia com a ativacdo dos nociceptores — neurdnios sensoriais primarios
(PRESCOTT; RATTE, 2017). Os nociceptores se diferenciam dos demais
neurdnios sensoriais, por apresentarem um limiar mais alto de ativagao, sendo
ativados por fatores relacionados ao calor nocivo, presséo intensa ou elementos
quimicos irritantes, enquanto os demais receptores respondem a estimulos
in6cuos, menos intensos (BURGESS, 1967; JULIUS; BASBAUM, 2001). Esses
neurbnios nociceptivos sdo capazes de traduzir os estimulos nocivos em
impulsos elétricos (ROCHA et al., 2007).

Apés a percepcao e traducado do estimulo pelos nociceptores, a informacao
nociceptiva ascende ao SNC, sendo conduzida em forma de potenciais de acao
unilaterais através das fibras nervosas (fig. 3). Essas, por sua vez, sao formadas
por neurdnios do ganglio da raiz dorsal (DRG), um neurdnio pseudo-unipolar,
cujo corpo celular se encontra no préprio DRG, responsaveis pelos estimulos
advindos do corpo (exceto a cabeca) (fig. 3b), ou no ganglio trigerminal,
responsaveis pelos estimulos advindos da cabeca (fig. 3a) (PATAPOUTIAN
2010). Assim sendo, os dendritos do nociceptor (localizados no tecido periférico)
recebem o estimulo e, a partir da zona de disparo (inicio do axénio), parte o
potencial de acao até o corno posterior da medula espinhal (ou para o subnucelo
caudal do trigémeo) (BASBAUM ET AL., 2009; DUBIN; PATAPOUTIAN 2010).

Adicionalmente, as fibras nervosas da via nociceptiva podem ser
classificadas como fibras ndo mielinizadas e mielinizadas (LYNN, 1994). As
fibras mielinizadas (fig. 3c) possuem maior velocidade de propagacdo da

informacgao devido a presenga dos chamados nos de Ranvier. Essas fibras séo
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classificadas como fibras A-delta polimodais e respondem tanto ao estimulo
mecanico quanto ao térmico (DJOUHRI; LAWSON, 2004; DUBIN;
PATAPOUTIAN, 2010). As fibras ndo mielinizadas séo classificadas como fibras
C (fig. 1b) e, por ndo apresentarem mielina, possuem menor diametro e
velocidade de conducdo mais lenta quando comparada as fibras A-delta.
Também sdo consideradas polimodais, respondendo a estimulos térmicos,
mecanicos e quimicos (DUBIN; PATAPOUTIAN, 2010).

Adicionalmente, ainda ha a classificacdo dos nociceptores "silenciosos",
fibras nociceptivas que ndo sao ativadas por estimulos fisiolégicos e nem por
estimulos potencialmente danosos (MICHAELIS, 1996; PRATO et al., 2017). Os
nociceptores silenciosos sao apenas sensibilizados no decurso de um processo
inflamatério quando expostos a algum mediador algiogénico, ou seja,
substancias capazes de reduzir o limiar de excitacdo dos nociceptores e
aumentar os impulsos nas terminagbes nervosas presentes no tecido
(SCHMIDT, 2013; STUMP; DALBEN, 2012). Apesar de raros na pele de
roedores, as fibras silenciosas representam quase um quarto de todos os
nociceptores de fibra C em humanos, podendo também ser representados por

fibras A-delta (PRATO et al., 2017).
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Figura 3. Anatomia dos nociceptores. a) Os neurdnios somatossensitivos estdo
localizados emganglios periféricos (ganglios da raiz trigeminal e dorsal) localizados ao
lado da coluna vertebral e medula. b) A maioria dos nociceptores ndo sao mielinizados
apresentando axonios de pequeno diametro (fibras C, vermelhas). c) Nociceptores de
fibras Ad sao mielinizados e apresentam maior didamentro quando comparados as fibras
C.Figura e legenda adaptadas de Dubin e Patapoutian, 2010.
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2.2.2. Dor de origem inflamatoria

A dor inflamatoria é descrita como o aumento da sensibilidade em
resposta a um processo inflamatorio associado a algum dano tecidual
(GREGORY ET AL., 2013). Frente a essa sensibilizacdo, um estimulo in6cuo,
antes incapaz de gerar dor, agora pode ser doloroso se aplicado na regido da
lesdo, sendo esta condicdo descrita como alodinia (PRESCOTT; RATTE, 2017).
Ainda, frente a um processo inflamatorio, um estimulo que antes ja induzia a dor,
pode ser tornar mais intenso e duradouro, condicdo conhecida como
hiperalgesia (PRESCOTT; RATTE, 2017).

Como ja citado nos tépicos anteriores, apés um dano tecidual ocorre a
liberacdo de diversos mediadores quimioatraentes, citocinas inflamatérias e
sensibilizacdo dos nociceptores (HECK, 2005). Sabe-se também, que a dor de
origem inflamatoria é iniciada principalmente a partir da acdo das PG's
derivadas, em grande parte, da COX-2, onde no sitio da inflamacéo, de forma
particular a PGE, ativa os receptores EP reduzindo o limiar de disparo das fibras
sensoriais nociceptivas (RICCIOTTI; FITZGERALD, 2011). Essa reducao de
limiar se da por meio do aumento dos niveis de AMP ciclico e/ou liberacdo do
calcio intracelular estocado no reticulo endoplasmatico, aumentando assim a
resposta aos estimulos tantos inécuos (alodinia) quantos nocivos (hiperalgesia),
em um fendmeno definido como sensibilizacao periférica (JANG; KIM; HWANG,
2020). Adicionalmente, o processo inflamatério decorrente de lesdo tecidual
periférica leva a sintese de PGE2 na regido do corno dorsal da medula espinal,
0 que contribui para a chamada sensibilizagéo central (VASKAR DAS, 2015).

Considerando as acdes dos mediadores inflamatorios na instauragédo da

dor, também é relevante destacar o importante papel desses agentes na inducao
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da migracdo leucocitaria (CUNHA et al., 2008). Sabe-se que a migracao dos
leucécitos ocorre por meio do aumento da permeabilidade vascular apdés
liberacdo de estimulos inflamatérios, o que induz a formacdo de edema e,
indugédo e manutengao da dor (LEVINE et al., 1984). Nesse contexto, em um
trabalho realizado por CUNHA e colaboradores (2008), foi demonstrada a
importédncia das células neutrofilicas na instauracdo da hipernocicepcdo
inflamatoria. Adicionalmente, outros estudos também tém trabalhado com a
finalidade de demonstrar e discutir a importancia dos neutréfilos frente a génese
da dor de origem inflamatéria, assunto ja discutido no item 2.1.2. do presente

trabalho (BENNETT et al., 1998; CUNHA; VERRI, 2006; LEVINE et al., 1984).

2.2.3. Modelos de hiperalgesia inflamatéria

A dor, seja qual for sua origem, € um importante sinal clinico relacionado
a modificacdo de diversos mecanismos tanto periféricos quanto centrais. Desse
modo, € notdria a importancia de modelos que permitam a compreensao acerca
dos aspectos multidimensionais desse processo (GREGORY R. POLSTON,
2013). De forma particular, a dor inflamatoéria tem sido objeto de pesquisas que
dispde de diversos modelos animais que buscam elucidar os efeitos de danos
teciduais no desenvolvimento da dor aguda e persistente (REN; DUBNER,
1999).

Para acessar os mecanismos relacionados a dor inflamatéria, os modelos
mais populares utilizam a administracdo intradérmica de agentes inflamatorios
na regido plantar das patas traseiras de roedores (acessando o sistema sensorial
do glanglio da raiz dorsal), ou ainda por meio de administragdes na articulagdo
temporomandibular (ATM) (acessando o sistema sensorial trigeminal)

(BEREITER; HARGREAVES; HU, 2008; FEHRENBACHER; VASKO; DUARTE,
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2012). A administracao de agentes inflamatorios via intraperitoneal (i.p) também
€ descrita como um modelo padrdo para avaliacdo de mediadores inflamatorios,
migracao leucocitaria e padrdes de nocicepcdo (CASH; WHITE; GREAVES,
2009; LONGHI-BALBINOT et al., 2012).

Os agentes inflamatorios comumente induzem dor inflamatéria aguda, em
um processo associado com o recrutamento de células neutrofilicas que pode
progredir a um quadro persistente que ira envolver, consequentemente, a
participacdo de macrofagos, mimetizando a cronificacdo da dor (GREGORY R.
POLSTON, 2013). Dentre os agentes mais conhecidos e utilizados para o estudo
da hiperalgesia inflamat6ria em camundongos podemos destacar, o adjuvante
completo de Freund's (CFA), mais utilizado em modelos de dor inflamatéria
cronica relacionados a quadros de artrite reumatoide e tendinite (COBOS et al.,
2012) e a CG, descrita como modelo padréo ouro para avaliacao da hiperalgesia

inflamatéria aguda (CUNHA et al., 2005b).

2.2.4. Carragenina: Modelo padréo ouro da hiperalgesia inflamatoria.

De forma geral, as CG's formam um grupo composto de polissacarideos
sulfatados derivadas de algas marinhas da familia Rhodophycae. Trés principais
tipos de CG séo descritas: kappa (k), iota (1) e lambda (A) e suas diferencas
advém do método de extracdo e do tipo de alga do qual esta sendo extraida
(DOS SANTOS; GRENHA, 2015). Sdo comumente utilizadas como aditivos
alimentares (WEINER, 2014) e como agente inflamatério em modelos animais
(MICQV et al., 2010; OU et al., 2019). As CG's ativam respostas imunes inatas
pela sua interagcdo com o receptor toll like 4 (TLR-4) - receptor responsavel pelo
reconhecimento de patdégenos e consequente ativacdo do sistema imune inato

(SOKOLOVA et al., 2016). A inflamacé&o induzida por CG caracteriza-se pelo
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acumulo de exsudato e migracdo leucocitéria, sendo mediada pela acdo de
citocinas inflamatérias e outros agentes como a histamina, serotonina,
bradicinina e as COX's (ANNAMALAI; THANGAM, 2017).

Os lipopolissacarideos bacterianos (LPS), importantes componentes da
membrana de quase todas as bactérias gram-negativas, também tém sido
utilizados em modelos de estudo de parametros inflamatérios (NGKELO et al.,
2012; SAMPATH, 2018). O uso de LPS assemelha-se aos efeitos da CG pela
ligacdo da molécula a receptores TLR4 e secrecdo de agentes pro-inflamatorios
(LU; YEH; OHASHI, 2008).

Apés a administracdo de CG por via intraplantar, ocorre a instauragdo do
processo inflamatério (fig .4), acompanhado do edema de pata, em consequéncia
do extravasamento plasmatico e vermelhiddo, decorrente da dilatacdo dos
capilares sanguineos pela acado da bradicinina (FEHRENBACHER; VASKO;
DUARTE, 2012; WINTER; RISLEY; NUSS, 1962). No mais, a hiperalgesia
inflamatéria induzida por CG é mediada pela acdo de duas principais citocinas,
TNF-a e CXCL-1, ambas atuam através da liberacdo de IL-1 que, por sua vez,
induz a sintese de prostandides pela via COX. Além disso, em camundogos a
CXCL-1 também atua na hiperalgesia inflamatéria por meio das aminas

simpatomiméticas. (CUNHA et al., 2005a; FERREIRA, 1993).
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Figura 4. Cascata inflamatéria induzida pela carragenina/LPS.

2.3. Eicosandides: Sintese e metabolismo.

A sintese de eicosanoides inicia-se com a clivagem de fosfolipidios de
membrana pela fosfolipase A2, disponibilizando o &cido araquiddnico que
abastece diferentes vias enzimaticas como as lipoxigenases (responsaveis pela
sintese de LT) e as COX's (responsaveis pela sintese de PG's) (LONE;

TASKEN, 2013).
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As COX’'s sdo heterodimeros funcionais, possuindo 3 isoformas mais
conhecidas (COX-1, 2 e 3) que, através de dois sitios cataliticos distintos,
realizam duas etapas enzimaticas também distintas e sucessivas (fig. 5). Na
primeira etapa, um sitio catalitico da COX converte o acido araquidénico em
PGG2 em uma reacao de biooxigenagdo. Na segunda etapa, a PGG2 sofrera uma
reacdo de peroxidase em outro sitio catalitico, formando um intermediério
instavel chamado de PGH: (SMITH; URADE; JAKOBSSON, 2011).
Posteriormente, a sintese dos variados prostanéides (PG's e tromboxanos) sera
determinada pela expressao de isomerases e sintases teciduais especificas, que
completam o ciclo gerando PGD2, PGE2, PGF2a, PGIl2 ou tromboxanos A2
(SMITH, 1992).

Como resultado, os prostandides atuam por intermédio de receptores
especificos, assim, temos os receptores do tipo: DP, EP, FP, IP e TP. Nesse
ambito, ainda temos 4 subtipos de receptores EP: EP1, EP2, EP3, EP4, sendo
esta subdivisdo baseada na preferéncia/especificidade por agonistas e
antagonistas sintéticos e suas vias de segundo mensageiros ativadas
(FUJIKAWA et al., 2012). Os prostanoides, como definicdo, sédo caracterizados
como lipidios autacdides, ou seja, moléculas sintetizadas a partir de acidos
graxos poli-insaturados que atuam como mediadores quimicos celulares, 0s
quais possuem diversas funcdes biologicas através de acdo paracrina e

autocrina (BOS et al., 2004; RICCIOTTI; FITZGERALD, 2011).
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Figura 5. Via das ciclooxigenases na formacao de prostandides. O acido
araquiddnico (AA) é sintetizado atraves dos fosfolipidios de membrana que sofrem a
acdo da fosfolipase A2 (PLA2). Em seguida, o AA é metabolizado pelas isoenzimas
COX, gerando um intermediario instavel PGH2 que, por sua vez, sofre a acdo de
sintasesPG especificas que geram como produtos as prostaglandinas (PG) e
tromboxanos (TXA). Adicionalmente, a acdo dos anti-inflamatdrios ndo esteroidais
(AINE’s) ocorre na isoenzima COX, inibindo a via da sintese das prostaglandinas.

Importante mencionar que, de modo geral, a isoenzima COX-1 € descrita
como constitutiva, expressa na maioria das células em niveis basais, sendo
responsavel por regular diversos processos fisioldgicos tais como: secre¢ao
gastrointestinal, fluxo sanguineo renal, funcdo glomerular e a homeostase

vascular (KIRKBY et al., 2012; PANNUNZIO; COLUCCIA, 2018). Por outro lado,
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a COX-2 é classificada como indutiva e, sendo assim, responsavel pela sintese
de prostandides apods insultos inflamatérios e condi¢cdes patoldgicas
(RICCIOTTI; FITZGERALD, 2011).

No entanto, é importante levantar a discussdo acerca da definigdo limitada
das isoenzimas como somente "constitutiva" e "indutiva" para a COX-1 e 2,
respectivamente. Desse modo, KIRKBY e colaboradores (2016) realizaram um
estudo sistemético acerca da expressdo constitutiva da COX-2, presente em
diversos tecidos de 6rgados como a bexiga, rins, pulmdes sendo 0s niveis mais
elevados presentes nas células do trato grastointestinal e cérebro. Do outro lado,
também temos trabalhos evidenciando o aumento indutivo da COX-1 em
resposta a baixa ou total ablacdo da expressdao de COX-2 em parametros
inflamatorios (ISLAM et al., 2016; KIRTIKARA et al., 1998). Sendo assim,
embora os eicosandides representem um importante alvo no tratamento da
inflamacéo e da dor, principalmente por meio da acdo dos AINE's, sua
expressdo, biosintese, modulagcéo e atuagcdo ainda necessitam serem melhor

compreendidas.

2.3.1. Prostaglandinas na hiperalgesia inflamataéria.

As PG's exercem papel essencial na instauracdo e desenvolvimento da
resposta inflamatoria, estando intimamente relacionadas com as manifestacdes
dos sinais cardinais da inflamacdo aguda, dos quais podemos destacar a dor
(RICCIOTTI; FITZGERALD, 2011). Sabe-se que os anti-inflamatorios né&o
esteroidais (AINE's), sdo um importante indicativo da participacdo das PG's na
dor inflamatoria. Isso se da, pois a agdo dos AINE’s ocorre pela inibicdo das
isoenzimas COX, impedindo assim a sintese de prostandides, reduzindo a

inflamacé&o e, consequentemente, a dor. Isso demonstra que, de fato, as PG's
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apresentam importante papel nos processos relacionados a dor inflamatéria
(FERREIRA, 1972; FERREIRA; MONCADA; VANE, 1973; FUJIKAWA et al.,
2012).

Evidencias tém apontado a acado das PG's por meio de dois principais
processos: 1) sensibilizacdo dos terminais nervosos dos nociceptores e 2)
aumento do processamento da informacao de dor a nivel central (ITO; OKUDA-
ASHITAKA; MINAMI, 2001). Também é importante ressaltar o aumento indutivo
da expressdo do gene associado a COX-2 antes do aumento da producao de
PG's durante o curso dos processos inflamatorios (ISHIKAWA et al., 2007). No
entanto, como ja mencionado, ao menos em parte, a isoforma COX-1 pode
também colaborar com a instauracdo de processos inflamatérios e dor
(MARTINEZ et al., 2002).

A PGE:2 é descrita como o principal mediador lipidico relacionado aos
processos de inflamacao e dor (KAWABATA, 2011), sendo alvo indireto das
acOes dos principais AINE's que reduzem suas concentracbes no organismo
através da inibicdo da COX-2 (BURIAN; GEISSLINGER, 2005; CHEN, 2016). Na
inflamacéo aguda, a PGE: atua através da sua acdo vasodilatadora, facilitando
a migracao de neutrofilos e macréfagos para o tecido, e estimulando diretamente
os nociceptores (RAUD, 1990; ZHANG et al., 1997). Além disso, a PGE2 também
tem sido descrita como agente anti-inflamatorio, apresentando importante papel
na resolucdo da acado inflamatdria dos neutrofilos através da inibicdo da
producdo do LTB4 (LEVY et al., 2001). Essa acao ocorre pela capacidade que a
PGE: tem de alterar a sintese, nos neutrofilos, de LTB4 para Lipoxina A4 que, de
maneira oposta, atua inibindo a infiltracéo de células neutrofilicas para o local da

inflamacéo (LEVY et al., 2001; LOYNES et al., 2017).
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No trato gastrointestinal a PGE:z e a PGI2 apresentam papel cito protetor da
mucosa gastrica, aumentando a producdo de muco e do fluxo sanguineo na
regido e reduzindo a secre¢do gastrica (CARVALHO et al, 2015).
Adicionalmente, as prostaglandinas também apresentam importante funcao
frente aos parametros renais, cardiovasculares e de agregacao plaquetaria
(HILARIO; TERRERI; LEN, 2006). Dessa forma, € evidente a importancia das
PG's tanto no ambito da dor inflamatéria como também na manutencdo de
diversos processos fisioldgicos, expondo ao mesmo tempo a eficicia clinica e o
amplo espectro de efeitos colaterais relacionados ao uso de AINE's (BROOKS,
1998). Assim, € evidente a necessidade da realizacdo de mais estudos que
visem uma maior compreensdo da via COX/PG tanto no dmbito das fung¢des
fisiologicas como também dos processos patologicos, buscando, assim,
melhorar a acdo dos medicamentos que atuam na via, potencializando,
direcionando e refinando suas ac¢des anti-inflamatérias e analgésicas a fim de

reduzir seus efeitos adversos.
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3. OBJETIVO GERAL.:
Avaliar a contribuicdo da COX-2 de neutréfilos no modelo de hiperalgesia

inflamatoria induzida por CG em camundongos.

3.1. Objetivos especificos

e Avaliar o limiar hiperalgesico no modelo de hiperalgesia inflamatéria
induzida por CG em animais COX-2"- machos e fémeas.

« Avaliar o limiar hiperalgesico induzido por il-1B, nos animais COX-2",

e Investigar a relevancia das células neutrofilicas na hiperalgesia
inflamatdria nos animais COX-2".

 Analisar a importancia da COX-1 na hiperalgesia inflamatéria mediante a
ablacdo de COX-2 em neutrofilos.

« Quantificar citocinas pro-inflamatorias (IL-18,TNF-a e CXCL-1) a anti-
inflamatoria (IL-10) ap6s inducéo da hiperalgesia inflamatdria nos animais COX-
27~ e estimulacédo de neutrdfilos por LPS.

« Avaliar o perfil de expresséo génica para COX-1 e COX-2 tanto no tecido
quanto na cultura de células neutrofilicas de animais COX-27-, apds inducdo da

hiperalgesia inflamatdria por CG ou estimulacéo da cultura por LPS.
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4. METODOLOGIA

4.1. Materiais
Carragenina 1% Sigma Aldrich (St.Louis, MO, EUA); IL-1B 0,5 pg/pata
Farmaférmula® (Fagron, Brasil); Fucoidan 50 mg/Kg Sigma Aldrich (St.Louis,
MO, EUA); Valeril Salicilato 50 mg/Kg Sigma Aldrich (St.Louis, MO, EUA ), LPS
1 pg/mLThermo Fisher Scientific. As dissolu¢des de todas as drogas foram
realizadas em solucédo salina 0,9%. Os outros produtos quimicos utilizados no
presente trabalho foram de grau analitico e obtidos a partir de fornecedores

comerciais padréo.

4.2. Animais

Usamos duas linhagens de camundongos C57BL/6J geneticamente
modificados: Cox-2", usado no presente estudo como grupo controle (Cox-2*7%),
e Cox-2fiMmpscre+/- “que é um camundongo knockout condicional para Cox-2 em
neutréfilos (Cox-27), derivado do cruzamento entre camundongos Cox-2%f e
Cox-2fMrscret/- (Djvisdo de Laboratério de Medicina Animal da Universidade da
Califérnia, Los Angeles). Foram utilizados camundongos machos e fémeas (25-
30 g) com oito semanas de idade, com livre acesso a agua e dieta padréo,
alojados em gaiolas em ambiente com temperatura controlada e ciclo claro-
escuro de 12h/12h. O Comité de Etica em Pesquisa Animal — Universidade
Estadual de Campinas (CEUA 4564-1/2017) aprovou todos os tratamentos,
procedimentos e protocolos experimentais utilizados neste estudo (Apéndice A).
O cuidado, manuseio e experimentos comportamentais com camundongos
seguiram as diretrizes da Associacéao Internacional para o Estudo da Dor (IASP)

para o uso de animais na pesquisa da dor. Todos os esfor¢os foram feitos para
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garantr o uso minimo de camundongos. Todos 0s experimentos

comportamentais foram conduzidos de forma randomizada e duplo-cega.

4.2.1. Identificacdo do animal transgénico pela técnica de PCR.

4.2.1.1. Extracdo do DNA gendmico (gDNA)

Inicialmente os animais foram numerados por perfuracdo na orelha

seguindo o seguinte padrao (fig.6):

Figura 6. Marcacdo para identificacdo dos animais.
Essas marcacdes eram realizadas em concomitante retirada de cerca de
0,3 cm de cauda do animal, a qual foi estocada em eppendorfs (2ml) identificados
e mantidos em gelo. Posteriormente, foram adicionados 200 pl de tampéo de lise
com proteinase K (50 ul de proteinase K para 2 ml de tampéao de lise). Agitado
rapidamente no vortex e encubado overnight a 50° sob agitagcdo no termomixer.
Ap6s incubar, foi adicionado 200 pl de tampéo de lise (sem proteinase K)
e levado ao vortex por 1 minuto, incubando novamente entre 15 — 20 minutos na
temperatura ambiente. Logo ap0os, centrifugou-se as amostras durante 20 min. a
10.000 rpm, 4° C e 200 ul do sobrenadante foi transferido para um novo tubo (2
ml).
Posteriormente, adicionamos 500 pl de etanol 100% gelado e
homogeinizamos (levemente) por cerca de 30 segundo até a visualizacdo de
leves filamentos brancos — DNA) e entdo a amostra foi centrifugada por 10

minutos a 6.000 rpm, 4° e o sobrenadante desprezado por cuidadosa inversao
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do tubo. Apés a inversao, adicionamos 500 pl de etanol 70% gelado e novamente
levamos as amostras para centrifugacao por 10 minutos a 6.000 rpm, 4° e 0
sobrenadante desprezado por cuidadosa inversao do tubo. Os tubos foram entéo
dispostos na bancada por cerca de 20 minutos (até a secagem do pellet) e, por
fim, adicionamos 100 pl de agua milig agitando com a pipeta para ressuspenséao

do pellet. A mostra foi estocada até o processo de genotipagem a 4°.

4.2.1.2. PCR Convencional

A reacao para a PCR foi realizada a partir do DNA total extraido, seguindo
o protocolo sugerido pelo fabricante PCR Super Mix 2X (GENEDIREX -
Interprise), na proporcao de 25ul de mix + 25ul de primer + 2 pl da amostra de
DNA. Os microtubos foram levados ao termociclador e posteriormente as
amostras foram dispostas em pocos de gel de agarose 3% em uma cuba de
eletroforese, coberta por TAE 1X e com a corrida programada a 110 V. Apés a
corrida dos produtos da amplificacdo, o gel foi fotovisualizado em um aparelho

transiluminador sob radiacdo ultravioleta.

4.3. Desenho experimental

4.3.1. Teste de hiperalgesia mecanica — Von Frey eletrénico

Para avaliacdo do limiar de hiperalgesia mecanica dos animais, foi utilizado
o teste de Von Frey eletrénico (EFF 301 Analgesimetro Digital, Insight, Brasil),
adaptado para camundongos segundo método descrito por CUNHA et al.
(2004). Nesse processo, através de um analgesimentro eletrénico temos a
transducgéo da forca aplicada na pata do animal, com uma ponteira descartavel
depolipropileno com 0.5 mm de didmetro adaptada ao transdutor, até que o

mesmo realize a retirada do membro. Através do analgesimetro obtemos a
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informacao da forga (em gramas - g) necessaria para que o animal retire a pata.
Para a realizagcdo das medic¢des, os animais foram inicialmente adaptados ao
ambiente de 15 a 30 minutos antes do teste em uma sala silenciosa, dispostos
individualmente em caixas de acrilico (12 x 10 x 17 cm) com piso de rede de
arame ndo maleavel com 1mm de espessura e espacos de 5mm?. Para o
procedimento experimental, o experimentador aplica uma for¢a gradual com a
ponteira em posicao perpendicular & parte central da pata traseira do animal até
gue o mesmo realize um reflexo de retirada da pata, seguido de uma reposta
caracterizada como tremor do membro (flinch). Essas medi¢cdes séo realizadas
até que se obtenha 3 medidas similares (com margem de 10% para mais ou para
menos). Os resultados foram calculados subtraindo os valores obtidos apés o
tratamento pela medigdo basal (antes do tratamento) e expressos como A do

limiar nociceptivo mecanico.

4.3.2. Inducdo da hiperalgesia por agentes inflamatorios

A hiperalgesia inflamatéria na pata dos animais induzida por CG foi
realizada através de administracdo intraplantar de CG 1% (ou solucado salina
0,9%, para controle) (25 pl/pata) uma hora antes do inicio do teste
comportamental. O pico de acédo do reagente foi considerado na terceira hora
apos a administracdo, onde também foi coletado tecido da regido intraplantar
para analises moleculares. Adicionalmente, a hiperalgesia inflamatéria induzida
por IL-1B foi também realizada através de administragdo intraplantar (0.5
pg/pata) ou solucao salina 0,9% (25 pl/pata) 20 minutos antes do inicio do teste
comportamental. As inje¢Ges foram realizadas com agulha de 30 g conectada a

uma seringa de insulina (1ml).
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4.3.3. Modulacéo davia e da hiperalgesia inflamatoéria por agentes
farmacologicos.

A influencia da migracéo de células neutrofilicas e o papel da cox -1 in vivo
na hiperalgesia inflamatoria induzida por CG foram avaliadas pela administracéo
intraperitoneal (i.p) de fucoidam, e valeril salicilato (50 mg/kg) ou salina 0,9%
(2ml/cavidade), respectivamente. As injecdes foram realizadas com agulha de
30 g conectada a uma seringa de 1 ml. Todas as formulacbes foram
administradas 30 minutos antes da administracdo de CG 1% na pata e amostras
do tecido intraplantar foram coletadas no pico da acdo do agente inflamatoério

para analises moleculares.

4.4. Ensaios moleculares

4.4.1. Isolamento de neutrofilos da medula 6ssea.

ApoOs a eutanasia as patas traseiras dos camundongos foram limpas com
alcool 70% e, com o auxilio de uma tesoura e de uma pinca (dente de rato), foi
removida a pele em torno da perna, partindo da regido da crista iliaca até a pata.
Posteriormente, toda a pele no entorno dos ossos foi removida com o auxilio de
um bisturi, expondo apenas o fémur conectado a tibia. Ambos foram entdo
separados por um corte na juncgao articular.

ApOs o processo da coleta, as epifises foram removidas e, com o auxilio
de uma seringa (5 mL) e agulha (30G), foi realizada a lavagem da regido interna
do o0sso, coletando a medula éssea dentro de um tubo falcon (15 mL) com HBSS
1X. Posteriormente, o0 meio com a medula foi homogeneizado com o auxilio de
uma pipeta Pasteur.

Em seguida, centrifugamos o tubo falcon a 1200 rpm, 10 min 22°.

Descartamos o sobrenadante e ressuspendemos o pellet em 2 mL de tampéao de
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lise de hemécias. Encubamos por cerca de 5 minutos em temperatura ambiente
e, posteriormente, centrifugamos a 1200 rpm, 10 min, 22° Descartamos
novamente o sobrenadante e ressuspendemos o pellet em 3 mL de HBSS 1x.

44.1.1. Separagéo por gradiente de densidade - Percoll

Apés a lavagem das células no tubo falcon de 15 mL, inserimos na
solugcdo uma pipeta de vidro e adicionamos lentamente (de baixo para cima) 3
mL de percoll 55% e por fim, 6 mL de percoll 65%. Adicionamos as células
ressuspendidas da etapa anterior no topo desse gradiente.

Centrifugamos o tubo com o gradiente e as células a 2400 rpm, 30 min.
20° (frenagem 0), formando-se entdo duas bandas no gradiente. A primeira
contendo células mononucleares e uma pequena parte do Percoll 55% e, a
segunda, contendo os neutréfilos. A segunda banda foi retirada e transferida
para um tubo com 30 mL de PBS para lavagem. Centrifugamos a 2000 rpm, 10
min. 22° e ressuspendemos o pellet em 2-5 mL de meio RPMI completo. Por fim,

aliquotamos 10pL do meio com células para contagem na camara de Neubauer.

4.4.2. Estimulagdo dos neutrofilos com LPS.

No presente estudo, as células neutrofilicas foram plaqueadas em placas
de 24 pocos na quantidade de 4x10° células/poco e estimuladas com 10 pL de
LPS 1ug/mL ou 10 pL de RPMI completo (controle) e incubadas em estufa por 4
horas a 37°. Por fim, as células foram coletadas dos pocos e centrifugadas a
1200 rpm, 10 minutos a temperatura ambiente. Foram coletados e estocados no
freezer (-80°C) o sobrenadante para ensaio de ELISA e as células para western

blot e PCR-rt.
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4.4.3. Mensuracao da atividade de mieloperoxidade

A atividade da mieloperoxidase (MPO) foi medida de acordo com o
meétodo previamente descrito por BRADLEYET al., (1982). Amostras de tecido
da pata foram homogeneizadas em tampéao fosfato de potassio (50 mM, pH 6,0),
com brometo de hexa-decil-trimetil-amonio (HTAB) 0,5%, na proporcdo de 1
ml/100 mg de tecido. O homogenato foi entdo centrifugado a 4500 rpm durante
20 min a 4° C. O sobrenadante entéo foi misturado com dihidrocloridrato de o-
dionisidina e 1 % de perodxido de hidrogénio afim de parar a reacéo. A atividade
de MPO na reacéao foi analisada através da medicdo da absorbancia a 450 nm
em espectrofotdmetro. Os resultados foram entdo expressos como unidade de
MPO por mg de tecido (UMPO/mg de tecido). A unidade da atividade de MPO

foi definida pela converséo de 1 pmol de H202 em 4gua em 1 min a 22 ° C.

4.4.4. Mensuracao de citocinas

Os niveis de IL-1B, TNF-a, CXCL-1 e IL-10 foram determinados
utilizando ensaio de imunoabsorbancia ligado a enzima ELISA, Kit DuoSet (R&D
Systems). Uma placa de microtitulacéo foi incubada a 4° C durante toda a noite
com um anticorpo policlonal para IL-18, TNF-a, CXCL-1 ou IL-10 (10 pg/ml).
Posteriormente, as placas foram lavadas e os locais de ligacdo adicionais na
superficie da placa foram bloqueados por incubacdo dos pocos com albumina
de soro bovino (BSA) a 1% durante 1 hora a temperatura ambiente. Em seguida,
as placas foram novamente lavadas e as amostras de teste e curva padrao foram
adicionadas em varias dilui¢cdes, postas em duplicata e incubadas a 4 ° C durante
2 h. As placas foram lavadas trés vezes com tampao (0,01 M de fosfato, 0,05 M

de NaCl, 0,1% de Tween 20, pH 7,2) e entdo o0s anticorpos policlonais
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biotinilados anti TNF-a, CXCL-1 ou anti IL-13 foram adicionados (50 pl/poc¢o). Foi
feita entao outra incubacédo a temperatura ambiente durante 2 h. Logo depois as
placas foram lavadas e 100 pl de Steptoavidina-HRP diluida 1:200 foi adicionada
a todos os pocos, apo6s 20 min. as placas foram lavadas novamente e o reagente
de cor H202 +Tetramethylbenzidinea (50c) foi adicionado durante 20 min. em
ambiente escuro e temperatura ambiente. Posteriormente a reagédo da enzima
foi interrompida com H2S04-1M (50 pl/pogo) e a absorbancia foi lida a 450 nM.
Os resultados foram obtidos comparando a densidade 6ptica com as densidades

da curva-padrédo e expressos como picogramas de cada citocina por mililitro

(pg/ml).

4.4.5. Analise da expressao génica dos genes COX por PCR-rt

4.4.5.1. Extracdo de RNA a partir do tecido da pata.

O material de RNA extraido para o referido trabalho foi obtido do tecido
intraplantar dos camundongos. Desta forma, todo o procedimento de extracdo
foi realizado em uma bancada livre de ribonucleases e materiais de uso exclusivo
para manipulacdo de RNA. Apoés a retirada dos tecidos, 0s mesmos eram
dispostos em nitrogénio liquido e macerados com pistilo em um almofariz, até
gue o tecido apresentasse a aparéncia de um poé.

Apods esse processo, o material foi transferido para um tubo contendo 500
ul de trizol, homegeinizado e incubado em temperatura ambiente por 20 minutos.
Logo em seguida, 100 ul de cloroférmio foi adicionado no mesmo tubo,
homogeinizado (vigorosamente) e novamente incubado em temperatura
ambiente por 5 minutos, seguido de centrifugacdo a 12.000 x g por 15 min. a 4°.

Apds a centrifugacéo, o experimentador, através de uma angulacdo de 45° do
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tubo (para que evite o contato da ponteira com a interface), removeu entédo o
sobrenadante, fase aquosa incolor, transferindo—o para um novo tubo

Apos a centrifugacdo com o trizol a mistura separa-se em 3 fases: a
inferior (fendlcloroférmio), interfase (DNA) e superior aquosa (RNA), sendo esta

ultima proximo de 50% do total de todas as fases.(fig. 7).

aqueous phase: RNA
interphase: DNA

Figura 7. As trés fases resultantes da centrifugacdo do tecido.

No novo tubo, foi entdo adicionado a fase aquosa 0,5 ml de isopropanol e
incubado em temperatura ambiente por 10 minutos, seguido de centrifugacéo a
12.000 x g por 10 minutos a 4° C. ApGs esse procedimento, o sobrenadante foi
descartado por inversédo do tubo e o pellet lavado com 500 pl de etanol 75%
(vortex) e novamente centrifugado a 7.500 x g por 5 minutos a 4° e descartado
o sobrenadante. Os tubos foram dispostos na bancada por cerca de 5 - 10
minutos para secagem do pellet.

Por fim, o pellet foi ressuspendido em 30pl de agua RNase-Freeem banho
mariana temperatura de 55 — 60° C por 10 a 15 minutos, e entdo estocadas a -
70° C.

4.4.5.2. Sintese do cDNA

A sintese do cDNA foi realizada a partir do RNA total extraido e
quantificado. Sendo assim, 2 ug de RNA foi diluido em um solucéo final de 20 pl
para que ao final obtivéssemos o cDNA em uma concentragcdo de 100 ng/pl.

Nesse processo utilizamos o kit High Capacity (Applied — EUA) com hexametros
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aleatorios, preparando a solu¢cdo master mix seguindo o protocolo sugerido pelo
fabricante. Posteriormente pipetamos a solugcdo e as amostras de RNA em
microtubos e, por fim, levamos os mesmos ao termociclador seguindo 0s

padrdes também descritos pelo fabricante.

4.45.3. PCR-RT

Os niveis quantitativos da expressdo génica tanto da COX -1 quanto da
COX-2 foram determinados através de PCR em tempo real realizado em um
sistema StepOnePlus® Applied (AppliedBiosystems — EUA) utilizando o
reagente SYBR® Green PCR Master Mix (AppliedBiosystems — EUA). Nesse
processo utilizamos como controle endégeno o gene GAPDH. As sequéncias
dos mMRNAs dos genes alvo foram obtidas no banco publico de dados da NCBI
e 0s respectivos primers foram desenhados utilizando o software
BeaconDesignerTM v8.14 (Premier Biosoftinternational) e analisados pela
ferramenta online Primer-blast (www.ncbi.nim.nih.gov/tools/primer-blast),
garantindo que os primers tivessem %GC perto de 50%, temperatura de melting
e de anelamento adequadas, para que entao fossem extremamente especificos
para a sequéncia analisada e nao formassem estruturas secundarias ou
dimeros, tendo tamanho entre 75 e 150bp e ndo possuissem estruturas
secundarias nem SNPs (single nucleotidepolymorphisms) nas regides de ligacao

dos primers. Na tabela 1 apresentamos as sequéncias dos primers utilizados.

Tabela I.Sequéncias de primers utilizados para RT-qPCR
Gene Forward5'-3' Reverse 5'-3'

GADPH AAGATTGTCAGCAATGCATCC ACTGTGGTCATGAGCCCTTC

COX-1 GGGAATTTGTGAATGCCACC GGGATAAGGTTGGACCGCA
COX-2 TGATCGAAGACTACGTGCAA GTGAGTCCATGTTCCAGGAG

Tabela 1. sequéncias dos primers utilizados para a PRC-rt
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45, Analise estatistica

Todos os valores foram expressos como média + S.E.M. As analises
foram determinadas através do teste de analise de variancia (ANOVA) de uma
ou duas vias seguido de poés-teste de comparacbes multiplas de Bonferroni,
utilizando o software GraphPad Prisma 6. As diferencas foram consideradas

significantes quando p <0,05.
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5. RESULTADOS

5.1. Camundongos Cox-27- mostram hiperalgesia induzida por CG mais
intensa e hiperalgesia induzida por IL-1B por tempo mais prolongado.

A Figura 1A mostra a intensidade da hiperalgesia mecanica (variacdo do
limiar) 1h, 2h, 3h, 4h, 5h, 6h e 24h ap0s a injecdo de CG em camundongos Cox-
2** e Cox-27. A analise ANOVA de duas vias mostrou diferencas significativas
entre os grupos (F7, 91=12,93; p < 0,0001) e tempo (F7, 91=166,1; p < 0,0001).
O teste de comparacdo multipla de post hoc Bonferroni revelou diferencas
estatisticas entre os grupos nos tempos de 1h (p < 0,05), 2h, 3h, 4h, 5h e 6h (p
< 0,001), mas nao no tempo de 24h apdés a injecdo de GC, mostrando que o
grupo Cox-27- exibem hiperalgesia induzida por CG mais intensa quando
comparados ao grupo Cox-2**. Observe que 3h apds a injecdo de GC,
observamos o pico de hiperalgesia em ambos 0s grupos e, por isso, utilizamos
esse ponto de tempo para todos 0s experimentos seguintes.

A Figura 1B mostra a intensidade da hiperalgesia 3h apés a injecéo de CG
para machos e fémeas, mostrando que ambos os géneros no grupo Cox-27
apresentam hiperalgesia induzida por CG mais intensa (teste T ndo pareado;
masculino: t=8.800 df=13, p < 0,0001; feminino: t=3,974 df=10, p=0,0026). E
importante mencionar que ndo ha diferenca estatistica entre machos e fémeas
de um mesmo grupo (CG ou salina).

A Figura 1C mostra a intensidade da hiperalgesia 20, 40, 60, 90, 120, 150
e 180 minutos apds injecdo de IL-1B para camundongos Cox-2** e Cox-27. A
analise ANOVA de duas vias mostrou diferencas significativas entre 0os grupos
(F6,54=21,23; p < 0,0001) e tempo (F6,54=177,5; p < 0,0001). O teste de

comparacao multipla post hoc de Bonferroni revelou diferencas estatisticas entre
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0s grupos em dois momentos 150 min e 180 min apos a injecdo de IL-1B (p <

0,001).
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Figura 8. Intensidade da hiperalgesia ap6s injecdo de CG na pata (A) Mostra a
intensidade da hiperalgesia 1h, 2h, 3h, 4h, 5h, 6h e 24h ap0s a injecao de carragenina
(GC) para ambos os grupos, Cox-2*"* e Cox-2"". Observe o ponto de tempo destacado
(3h) mostrando o pico de hiperalgesia (N=7-8 por grupo; *p< 0,05; ***p< 0,001). (B)
Mostra a intensidade da hiperalgesia 3h ap6s a injecdo de GC para ambos 0s géneros
de ambos os grupos (N=6-8 por grupo; **p<0,01; ***p<0,001). (C) mostra a intensidade
da hiperalgesia 20, 40, 60, 90, 120, 150 e 180 min apés a injecéo de IL-13 para ambos
0s grupos, Cox-2*"* e Cox-2"(N=5-6 por grupo; ***p<0,001).
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5.2. A hiperalgesia induzida por CG em camundongos Cox-27-depende
da COX-1 e da migracao de neutrofilos.

Usando FC, um inibidor da migracdo de leucdcitos, confirmamos a
relevancia da migracdo de neutréfilos na hiperalgesia inflamatéria mesmo na
auséncia de COX-2 nessas células. A Figura 2A mostra a intensidade da
hiperalgesia 3h apés a injecdo de CG + FC ou apenas CG. Nossos dados
mostraram reducao da intensidade da hiperalgesia em ambos 0s grupos que
receberam FC, Cox-2** e Cox-27- quando comparados aos grupos apenas com
GC (Cox-2**: GC= 3,520 £ 0,276; CG+FC= 0,620 + 279; p<0,0001; t=7,384 df=8;
Cox27:CG= 6,226 + 0,586; CG+FC= 1,478 + 0,303; p<0,0001; t=7,192 df=8).

Adicionalmente, confirmamos a participagdo da isoenzima COX-1 na
hiperalgesia inflamatoria induzida por CG na auséncia de COX-2 em neutrofilos
usando VS, um inibidor especifico da COX-1. A Figura 2B mostra a intensidade
da hiperalgesia 3h apo6s a injecdo de GC+VS ou apenas GC. Nossos dados
mostraram reducgdo na intensidade da hiperalgesia no grupo Cox-27- VS, mas
ndo no grupo Cox-2** quando comparado ao que recebeu apenas GC, apesar
do VS ter aumentado estatisticamente a hiperalgesia em Cox-2** com valor ndo
bioldgico (Cox-2**: CG= 3,682+0,175; CG+VS = 4,620+0,324; p<0,05; t=2,545;
df=8; Cox-27: CG= 4,474+0,409; VS= 2,594+0,284 ; p<0,01; t=3,771; df=8).
Assim, esses achados revelaram a importancia dos neutrofilos na hiperalgesia
inflamatdria mesmo na auséncia de COX-2 derivada destas células, além disso,
ao menos em parte, a COX-1 pode estar mediando a hiperalgesia em

camundongos Cox-27".
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Figura 9. Intensidade da hiperalgesia apés GC+FC e GC+VS.(A) Mostra a
intensidade da hiperalgesia 3h apos injecédo de carragenina (GC) e fucoidan (FC) ou GC
e Salina (Sal) para ambos os grupos (N=5 por grupo; ***p<0,001). (B) Mostra a
intensidade da hiperalgesia 3h apds GC e Valeril Salicilato (VS) ou GC e Sal para ambos
os grupos (N=5 por grupo; *p=<0,05; **p < 0,01).
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5.3. Camundongos Cox-27 apresentam superexpressdo de cox-1 e
citocinas pro-inflamatorias e expressao nao detectada de cox-2 no tecido
apés injecao de CG.

A Figura 3A mostra a expressdo de mRNA de cox-1 e cox-2 no tecido da
pata traseira de camundongos Cox-2** e Cox-27- apds injecdo de CG ou Salina.
Nossos dados ndo mostram diferenca (p = 0,2589) na expressédo de cox-1 e
diferenca estatistica (p<0,0001) na expressédo de cox-2 entre salina e CG em
camundongos Cox-2** (cox-1: Salina= 1,024+0,1159 ; GC= 1,334+0,2272;
t=1,215 df=8; cox-2: Salina= 1,042+0,1578; GC= 6,600+0,6714; t=8,059 df=8).
Para camundongos Cox-27- nossos dados mostram superexpressao (p= 0,0067)
de cox-1 apos injecdo de CG quando comparado ao grupo Salina (cox-1: Salina=
1,011 £ 0,06853; CG= 1,467 £ 0,1172; t=3,505 df=9). Importante mencionar que
a expressao de cox-2 (apoés injecdo de Salina e CG) para camundongos Cox-2
I ndo foi detectada na reacdo de PCR em tempo real em 40 ciclos realizados,
confirmando a delecdo genética da transcricdo de COX-2 (cox-2: Salina=
0,01797+0,01370; CG= 0,04942+0,02903; t=0,9800 df=8; p= 0,3558).

A Figura 3B-E mostra o nivel de citocinas liberadas apés injecdo de CG
ou Salina na pata traseira de camundongos Cox-2** e Cox-27-. A Figura 3B
mostra os niveis de CXCL-1 para ambos os grupos. A analise ANOVA one-way
mostrou diferencas significativas entre os grupos (F3, 20 = 27,83; p < 0,0001). O
teste de comparacao multipla post hoc de Tukey revelou diferencas estatisticas
entre Cox-2** Salina e Cox-2** CG (p<0,01); também, ha diferencas estatisticas
entre Cox-2** e Cox-2”- CG (p<0,001), e entre Cox-27- Salina e Cox-27- CG
(p<0,001) (Cox-2*"*: Salina= 14,18+2,268 mg/mL; GC= 79,91+ 11,98mg/mL;
Cox-27: Salina= 46,48+8,081 mg/mL; GC= 162,3+19,19 mg/mL). A Figura 3C
mostra o nivel de IL-13 para ambos os grupos. A analise ANOVA one-way

mostrou diferencas significativas entre os grupos (F3,15= 71,30; p<0,0001). O
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teste post hoc de comparacdo multipla de Tukey revelou diferencas estatisticas
entre Cox-2** Salina e Cox-2** GC (p<0,05); também, ha diferencas estatisticas
entre Cox-2** e Cox-2"- CG (p<0,001), e entre Cox-27- Salina e Cox-2"- CG
(p<0,001) (Cox-2*"*: Salina= 517,2+105,3 mg/mL; GC= 1773,00+332,6 mg/mL;
Cox-2"7: Salina= 355,0+92,33 mg/mL; GC=5532,0+ 469,4 mg/mL). A Figura 3D
mostra o nivel de TNF-a para ambos os grupos. A analise ANOVA de uma via
nao mostrou diferencas significativas entre os grupos (F3, 20= 1,744; p<0,1904)
(Cox-2**: Salina= 25,61+4,405 mg/mL; GC= 16,82+3,328 mg/mL; Cox-27:
Salina= 32,34+6,803 mg/mL; GC= 23,72+4,088 mg/mL). A Figura 3E mostra o
nivel de liberacédo de IL-10 para ambos os grupos. A analise ANOVA one-way
mostrou diferencas significativas entre os grupos (F3, 16= 3,053; p<0,05). O
teste de comparacao multipla post hoc de Tukey revelou diferencas estatisticas
entre Cox-2** Salina e Cox-2*"* CG (p< 0,05) (Cox-2**: Salina= 0,1210+0,0115
mg/mL; CG= 0,0835+0,01619 mg/mL; Cox-2": Salina= 0,0970+0,0159 mg/mL;

CG= 0,0595+0,01465 mg/mL).
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Figura 10. Resposta inflamatoriainduzida por CG. (A) mostra a expressao de mRNA
de cox-1 e cox-2 (mudanga de vezes usando veiculo (Veh) como padréo) no tecido da
pata traseira para ambos os grupos apos 3h de injecdo de CG ou Veh. (B), (C), (D) e
(E) mostra o nivel de Cinc-1, IL-1B, TNFa e IL-10, respectivamente, liberados apds 3h
de estimulo de CG na pata para ambos os grupos (N= 6 por grupo). O simbolo (*) indica
diferenca estatistica quando comparado aos intragrupos. O simbolo (#) indica diferenca
estatistica comparando entre os grupos. (N=5-6 por grupo; *p < 0,05; **p < 0,01 ***, ##p

<0,001).



54

5.4. Camundongos Cox-27 apresentam aumento na migracdo neutrofilica
e apos inflamacdo induzida por CG quando comparados aos
Camundongos Cox-2**

A Figura 4 mostra a porcentagem peritoneal de neutrofilos Ly6G*CD11b*,
macrofagos CD11b*F4/80" e células dendriticas CD11b*CD11c* no
compartimento, bem como os niveis de MPO para cada grupo apos injecao de
CG ou Salina. A Figura 4A mostra a quantidade de MPO no tecido da pata
traseira apos injecdo de CG ou Salina. Nossos dados mostraram aumento do
MPO em ambos os grupos apos a injecdo de CG quando comparados ao grupo
Salina (p<0,001; t=4,586 df=8 et=7,341 df=7). Também demonstramos que
camundongos Cox-27- apresentaram maior aumento de MPO induzido por CG
(p <0,001; t=4,604 df=8) quando comparados a camundongos Cox-2** (cox-2**:
Salina= 2,294+0,2791U; CG= 4,432+0,3734U; cox-2"-: Salina= 2,050+ 0,1949U;
CG= 8,158+0,7181U). A Figura 4B mostra os gréficos da citometria de fluxo
representando as células imunes no lavado peritoneal apds administracdo da
CG ou Salina. A Figura 4C mostra a porcentagem de neutréfilos no lavado
peritoneal apds CG ou Salina para ambos os grupos. Nossos dados mostraram
que camundongos Cox-2** (p<0,01; t=3,630 df=15) e Cox-2" (p<0,01; t=3,229
df=15) apresentaram maior infiltrado de neutréfilos apds a injecdo de CG quando
comparado com Salina (Cox-2*/*: Salina= 13,16 +3,571; CG= 18,74+1,689; cox-
27 Salina= 23,80+1,554; CG= 34,28+4,305). Também demonstramos que
camundongos Cox-2" exibem maior infiltrado de neutréfilos apés estimulo Salina
(p<0,01; t=3,722 df=14) e GC (p=<0,001; t=4,545 df=16) quando comparado ao
grupo Cox-2** . A Figura 4D mostra a porcentagem de macréfagos no lavado
peritoneal apds CG ou Salina para ambos os grupos. Nossos dados nédo
mostraram diferenca entre os grupos (Cox-2**: Salina= 10,32+1,318; GC=

12,76+2,276; cox-27: Salina= 8,852+ 1,778; GC= 10,33+2,407). A Figura 4E
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mostra a porcentagem de células dendriticas no lavado peritoneal ap6s CG ou
Salina para ambos os grupos. Nossos dados ndo mostraram diferenca entre os
grupos (Cox-2**: Salina= 3,356+0,9916; GC= 2,934+0,2718; Cox-2"/: Salina=

2,512+0,2366; GC= 2,414 +0,2163).
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Figura 11. Quantificacdo da migracao celular apés injecdo de CG. (A) mostra a
guantificacdo de mieloperoxidase (MPO) na pata traseira apds 3h CG ou Salina. (B)
Mostra os graficos de pontos de citometria de fluxo representativos de neutréfilo
Ly6G+CD11b+, macréfago CD11b+F4/80+ e células dendriticas CD11b+CD11c+ no
compartimento peritoneal apos CG ou Salina. (C), (D) e (E) mostram a porcentagem de
neutrdéfilos, macréfagos e células dendriticas, respectivamente, no lavado peritoneal
apos CG ou Salina para ambos os grupos. O simbolo (*) indica diferenca estatistica
guando comparado intragrupos. O simbolo (*) indica diferenca estatistica comparando
entre os grupos. (**p<0,01; ***p=<0,001; #p=<0,05 e ###p=<0,001).
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5.5. Neutrdéfilos Cox-27 mostram superexpresséo de cox-1, reducéo nos
niveis de citocinas pro-inflamatérias e expressédo nao detectada de cox-2
apoés estimulo com LPS in vitro.

Considerando a hiperalgesia como um importante parametro inflamataério,
complementamos esses resultados anteriores usando neutrdfilos estimulados
por LPS in vitro com o objetivo de mimetizar um ambiente inflamatério, avaliando
o perfil de liberagdo de citocinas e a expressao de Cox dessas células. A Figura
5B mostra a expressdo de mRNA de cox-1 e cox-2 em cultura de neutréfilos Cox-
2** e Cox-27 apds estimulo com LPS. Nossos dados mostraram que neutrdfilos
Cox-2"- exibe superexpressdo de cox-1 quando comparado as células Cox-2**
(p=<0,001; t= 13,45 df= 8) e, como esperado, expressdo nao detectada de cox-2
(cox -2**: Cox 1= 1,001 + 0,0212; Cox 2= 1,017+0,0894; cox-27: Cox 1=2,092 +
0,0783; Cox 2= 0,01191 + 0,0005). Esses dados, corroboram com os resultados
in vivo confirmando nosso modelo de neutréfilos Knockout para Cox-2 e
evidenciando um possivel aumento compensatorio da cox-1 nessas células.

A Figura 5C-F mostra o nivel de citocinas liberadas ap6s estimulo de LPS
pelos neutréfilos Cox-2** e Cox-27-in vitro. A Figura 5C mostra os niveis de
CXCL-1 liberado ap6s o estimulo de LPS para ambos os grupos. Nossos dados
mostraram que os neutréfilos Cox-27 liberam menos CXLC-1 quando
comparados aos neutréfilos Cox-2** (p<0,001; t=7,568 df=11; Cox-2*/*= 0,5547
+ 0,01092 mg/mL; Cox-27 = 0,3379+0,02468 mg/mL). A Figura 5D mostra a IL-
18 liberada apods estimulo de LPS para ambos os grupos. Nossos dados
mostraram que os neutréfilos Cox-27 liberaram menos IL-18 quando
comparados aos neutréfilos Cox-2** (p<0,001; t=11,67 df=10; Cox-2**= 0,4023
+0,02487 mg/mL; Cox-27= 0,09442 + 0,00878 mg/mL). A Figura 5E mostra o
Tnf-a liberado apds estimulo LPS para ambos os grupos. Nossos dados

mostraram que os neutréfilos Cox-27 liberam menos Tnf-a quando comparados
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aos neutrofilos Cox-2** (p<0,01; t=3,638 df=10; Cox-2**= 0,7843+0,02088 mg/
mL; Cox-27= 0,6134+ 0,04206 mg/mL). A Figura 5F mostra o nivel de liberacdo
de IL-10 apOs estimulo LPS para ambos os grupos. Nossos dados nédo
mostraram diferenca entre os grupos (Cox-2**=0,3220+0,01732 mg/mL; Cox-2

l=0,2849+0,03096 mg/mL).
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6. DISCUSSAO

Aqui nés fornecemos a evidéncia de que a delecdo genética de COX-2 em
neutrofilos promoveu um aumento na liberacéo de IL-1p e CXCL-1 e migracéo
de neutrdéfilos, além de uma superexpressao de Cox-1 no tecido inflamado,
resultando na intensificacdo da hiperalgesia.

As expressdes constitutiva de COX-1 e indutiva de COX-2 apresentam
papel essencial na producéo de prostaglandinas com importantes funcdes tanto
na homeostase quanto nos processos inflamatérios (BALLOU et al., 2000;
RICCIOTTI; FITZGERALD, 2011). A sintese de COX-2 é desencadeada
principalmente por estimulos pré-inflamatoérios e sua inibicdo tem sido descrita
como relevante ferramenta farmacologica na dor (CAMU; SHI;
VANLERSBERGHE, 2003). Nesse contexto, as primeiras células a migrarem
para o local inflamado sdo as células neutrofiicas (NOURSHARGH; ALON,
2014). Essa células desempenham funcbes importantes relacionadas a
resolucao inflamatoéria através de fagocitose, liberacdo de enzimas e espécies
reativas do oxigénio. Além disso, também desempenham papel crucial na
biossintese de eicosanoides através da acdo da COX-2, sendo fonte de citocinas
e gquimiocinas (EDWARDS, 1994; ST-ONGE et al., 2007). No presente estudo
demonstramos a importancia da COX-2 derivada de neutrofilos na hiperalgesia
inflamatoéria.

Nossos resultados mostraram, para ambos 0s sexos, maior hiperalgesia
mecanica induzida por CG em camundongos Cox-27- quando comparados com
os Cox-2**. O modelo de hiperalgesia inflamatéria induzida por CG ja é
estabelecido como um dos testes padrao "ouro" e foi inicialmente introduzido por

WINTER e colaboradores em 1962. A GC induz inflamac¢é&o aguda e localizada,
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que envolve a participacdo das células residentes e migratérias (macrofagos e
neutrofilos), além de mediadores inflamatérios (PG, citocinas e quimiocinas)
(CORUZZI et al., 2007; LORAM et al., 2007). Além disso, a hiperalgesia induzida
por CG é dependente de COX, como evidenciado pelo fato da indometacina, um
inibidor inespecifico de COX, inibir esse efeito pro-nociceptivo (CUNHA; VERRI,
2006). Além disso, vale ressaltar que a COX-1 é descrita principalmente como
uma isoforma constitutiva, regulando varios processos fisiolégicos (KIRKBY et
al., 2012). Por outro lado, a COX-2 é definida como uma isoforma induzivel,
sintetizando  prostandides apds estimulo inflamatério (RICCIOTTI;
FITZGERALD, 2011).

Adicionalmente, a IL-1 € uma importante molécula derivada da via da CG
e esta intimamente associada a hiperalgesia inflamatoria (LORAM et al., 2007).
Assim, de forma complementar, demonstramos que camundongos Cox-27
apresentaram hiperalgesia mecéanica de longa duracdo ap0s a injecdo de IL-1
quando comparados aos Cox-2**. Estes primeiros resultados nos levaram a
questionar quais fatores estariam relacionados a hiperalgesia mais intensa
induzida por CG em camundongos Cox-27.

Usando o fucoidan (FC), um inibidor da migracédo leucocitaria (LEY et al.,
1993), demonstramos a participacdo de neutréfilos na hiperalgesia induzida por
CG nos camundongos Cox-27-. Nossos dados mostraram que o pré-tratamento
com fucoidan reduziu significativamente a hiperalgesia tanto nos animais Cox-
2** como nos Cox-27-. De fato, jA € estabelecido que o influxo de células
neutrofilicas para o sitio inflamado € um dos principais eventos relacionados a
inflamagédo aguda (NAUSEEF; BORREGAARD, 2014). Também, ja € bem

caracterizado os neutrofilos como os principais leucocitos no sitio inflamatoério
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trés horas apos a administracdo de CG, descrita como fase aguda (MIZOKAMI
et al.,, 2016). De forma complementar, durante a fase aguda da inflamagéo,
ocorre aumento da expressao de COX-2 nos neutrdfilos, seguido pela producgéo
de PGE2, um dos principais responsaveis pela sensibilizacdo dos nociceptores
e, consequentemente, pela hiperalgesia (MALONEY et al., 1998).

No presente estudo usando o valeril salicilato (VS), um inibidor especifico
de COX-1 (BHATTACHARYYA et al.,, 1995), também avaliamos o possivel
envolvimento da isoenzima na hiperalgesia induzida por CG em camundongos
Cox-2"-. Nossos dados demonstraram que o pré-tratamento com VS n&o alterou
a intensidade da hiperalgesia em camundongos Cox-2**. No entanto,
curiosamente, observamos uma reducdo da hiperalgesia em camundongos
COX-27, atestando que, pelo menos em parte, a COX-1 pode estar mediando a
hiperalgesia nesses animais. De fato, ndo foi uma surpresa n&do observar
nenhum efeito na intensidade da hiperalgesia apds a inibicdo da COX-1 em
camundongos Cox-2**, dado o papel bem estabelecido da COX-2 na
hiperalgesia inflamatéria (GANDHI et al., 2017) e da COX-1 como isoenzima
constitutiva expressa na maioria dos tecidos, sendo seus derivados associados
a importantes fun¢des homeostaticas (SMITH; DEWITT; GARAVITO, 2000). No
entanto, a possivel compensacédo de COX-1 em consequéncia da auséncia de
COX-2 em neutrofilos foi um resultado surpreendente. Dessa forma, apesar de
bem estabelecidas as fun¢cdes homeostaticas da COX-1, nossos resultados
passam a corroborar com estudos prévios demonstrando que essa isoforma
pode vir contribuir para a resposta inflamatoria (ISLAM et al., 2016;

LANGENBACH et al., 1999; WALLACE et al., 1998).
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Seguindo nosso estudo e com base em nossos resultados sobre as
diferentes respostas a estimulacéo inflamatoria com CG em camundongos Cox-
2** @ Cox-2" e a fim de validar nosso modelo knockout, comparamos os niveis
de expressdo de Cox-1 e Cox-2 para ambos 0s grupos que receberam CG na
pata traseira. Como esperado, o gene Cox-2 foi regulado positivamente durante
a inflamacgdo em camundongos Cox-2** sem alteracGes significativas nos niveis
basais de expressdo de Cox-1. No entanto, de forma contraria, camundongos
Cox-27- mostraram uma regulacdo positiva significativa de Cox-1, enquanto os
niveis de Cox-2 foram quase indetectaveis pelo método empregado. De fato, a
inducdo da regulacdo positiva de Cox-2 € padrdo em varias condicdes
patolégicas e respostas a estimulos inflamatérios (por exemplo, citocinas)
(BASU et al., 2017). Por outro lado, curiosamente, demonstramos que a falta de
COX-2 em neutrofilos desencadeia um aumento significativo nos niveis de COX-
1 ap6s estimulacdo com CG. Nossos dados corroboram com trabalhos prévios
(ISLAM et al., 2016; ZHANG et al., 2002), onde € demonstrado que a expressao
de COX pode ser reprogramada para uma isoforma alternativa em camundongos
knockout (ISLAM et al., 2016) e células (ZHANG et al., 2002). Além disso, dados
da literatura sugerem um papel colaborativo de COX-1 e COX-2 durante a
inflamagéo (WALLACE et al., 1998). Esses resultados podem corroborar a nossa
hipotese de que a hiperalgesia apresentada pelos animais COX-27, estaria
sendo, ao menos em parte, mediada pela acdo compensatoria de prostandides
sintetizados pela COX-1, assim, consideramos simplista a visdo de que apenas
a COX-2 pode ser induzida e contribuir para processos inflamatorios.

Como ja descrito (ANNAMALAI; THANGAM, 2017), a injecdo local de CG

evoca a producdo de citocinas pro-inflamatorias. No entanto, curiosamente,
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observamos uma regulagédo significativamente maior de IL-18 e CXCL-1 em
camundongos Cox-27-em comparagdo com os Cox-2**. De fato, esse perfil de
resposta exacerbado ja foi descrito em camundongos Cox-17- ou Cox-27 e
células isoladas (fibroblastos) (BALLOU, 2002; ISLAM et al., 2016; ZHANG et
al., 2002). Essa resposta exacerbada em outros trabalhos inclui aumento de
eicosanodides e espécies reativas do oxigénio e corroborando nossos dados,
essa resposta exacerbada em camundongos Cox-27- também é caracterizada
pelo aumento na liberacdo de citocinas pré-inflamatérias (BALLOU, 2002; ISLAM
etal., 2016; ZHANG et al., 2002). Enquanto a IL-13 € um dos estimulos primarios
para a expressdo de COX-2 durante a inflamacao (NEEB et al., 2011; SAMAD
et al.,, 2001), a CXCL-1 desempenha um papel crucial na quimioatracdo de
neutroéfilos durante a fase aguda (CAO et al., 2014; LORAM et al., 2007).

Neste contexto, o0 aumento pronunciado de CXCL-1 em animais Cox-2"- em
comparacdo com camundongos Cox-2** pode justificar o perfil exacerbado na
migracao de neutrdfilos em camundongos Cox-27- evidenciado pela mensuragéo
de MPO e na citometria de fluxo. Diante dos dados, € plausivel correlacionar o
aumento da migracao de neutrofilos ao aumento de citocinas no tecido inflamado
de camundongos Cox-27-. No entanto, ensaios in vitro com neutréfilos isolados
estimulados Cox-27- mostraram um padrdo significativamente menor na
liberacdo de IL-1B e CXCL-1 em comparac&do com Cox-2**. Esse resultado nos
levou a questionar quais células estariam interagindo com neutréfilos no sitio
inflamatorio e, portanto, relacionadas ao aumento de citocinas no tecido.

Conforme descrito anteriormente e corroborando a analise de MPO, na
citometria de fluxo observamos um aumento significativo de células neutrofilicas

no pico da agédo aguda da CG, sem diferenga significativa na quantidade de
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macréfagos e células dendriticas. De fato, os neutréfilos sdo predominantes nos
estagios iniciais da inflamacéo, geralmente precedendo o recrutamento de
macrofagos derivados de monécitos (BUTTERFIELD; BEST; MERRICK, 2006).
Embora tenhamos observado uma diminuicdo da liberacdo de citocinas em
neutrdfilos isolados Cox-27, por outro lado, o aumento significativo dessas
células no tecido pode explicar o aumento de mediadores inflamatorios
observado em camundongos Cox-27-. Este efeito poderia, por sua vez, ser
mediado pela compensacdo de COX-1 observada em camundongos Cox-27.
Por outro lado, pelo menos em parte, 0 aumento de citocinas no tecido também
poderia estar sendo mediado por células residentes (macrofagos) (ARALDI et
al., 2013). Assim, considerando os resultados contrastantes em modelos in vitro
e in vivo, nossos achados também destacam requisitos diferentes para atividade
inflamatoria isolada de células em comparag¢do com o ambiente tecidual. Desta
forma, o modelo isolado de células pode ser limitado pela falta de modulagéo e
interacdo celular que estd presente no tecido, essencial na regulacdo e
manutencdo de processos inflamatérios (SUGIMOTO MA, SOUSA LP, PINHO
V, PERRETTI M, 2016). Além disso, a diminuicdo das citocinas liberadas pelo
neutrdfilo Cox-27, observada no modelo in vitro, pode sinalizar e desencadear a
migracdo exacerbada de neutrdfilos observadas no tecido de forma

compensatoria, levando ao também observado aumento de citocinas na regiéo.
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7. CONCLUSAO

Em resumo, nossos dados sugerem que a auséncia de COX-2 nas células
neutrofilicas leva a um perfil exacerbado na intensidade da hiperalgesia e dos
mediadores inflamatdrios induzidos pela CG (figura 13). E plausivel supor que
uma acao compensatoria da COX-1 medeia esse efeito. Por fim, nossos dados
mostraram que essa exacerbacao inflamatoria esta associada a um aumento de
mediadores inflamatorios (IL-18 e CXCL-1) e migracdo de neutroéfilos, embora
estas células Cox-27 liberem menos mediadores inflamatérios in vitro.
Considerando a superexpressdao de COX-1 acima mencionada em
camundongos Cox-27-, consideramos também plausivel sugerir este modelo
para estudar os efeitos da COX-1 e as sinalizacfes relacionadas a via. De fato,
ressaltamos que compreender o papel das isoformas da COX nos processos
inflamatorios é essencial para aprimorar e desenvolver novas terapias

direcionadas as suas vias de sinalizacao.

Estimulo- CG

Figura 13. Representacao grafica dos principais resultados obtidos na tese.
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Campinas, 02 de Junho de 2022
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