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RESUMO



MAGANIN, A. G. M. Caracterizagado do papel das fibras sensitivas A (Trkb+)
e fibras C (Neurotensina+) na dor nociceptiva e patoldgica. Tese (Doutorado)
— Departamento de Farmacologia da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto
— Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, SP, 2023.

A dor é compreendida como uma resposta gerada apds o reconhecimento de um
estimulo nocivo, podendo estar associada a uma leséo real ou potencial. Porém,
processos inflamatoérios e lesdes no sistema somatossensorial podem fazer com
que a dor passe a ser compreendida como patologia. Apercepgao tanto da dor
nociceptiva quanto da patoldgica dependem do reconhecimento dos estimulos
nocivos pelos neurdnios sensitivos nociceptivos (exemplo Fibra C), e em casos
de patologia (como a neuropatia) também pelos neurénios sensitivos nao-
nociceptivos (Fibras A). Contudo a classificacdo desses neurbnios sensitivos
sempre foi baseada em caracteristica morfofuncionais, o que sempre gerou
controvérsia quanto a real fungcdo desses neurdnios na nocicepgao. Devido a
isso uma nova classificagdo baseada nas caracteristicas transcricionais globais
vem sendo proposta. Contudo ainda se sabe pouco da real fun¢gdo dos novos
subgrupos e o entendimento mais preciso do envolvimento dos neurbnios
sensitivos na via de transmissao nociceptiva podera contribuir diretamente com
estudos de novos alvos terapéuticos mais eficazes para o tratamento de
diferentes subtipos de dor. Assim sendo, o objetivo desse projeto € caracterizar
o envolvimento das fibras nervosas sensitivas Trkb+ e Neurotensina (Nts)+ na
via nociceptiva. Para tal serdo utilizadas abordagens de perda e ganho de fungao
com o auxilio de animais geneticamente modificados que expressam a enzima
recombinase CRE nessas populagdes especificas de neurdnios sensitivos. No
decorrer desse estudo foi observado que as fibras Nts+ n&o apresentam papel
na nocicepg¢ao, nem no desenvolvimento da dor neuropatica por lesdo e por
quimioterapia, contudo aparentemente as fibras Trkb+ que em condi¢des naives
respondem somente a estimulos indcuos, em condigdes neuropaticas ela passa
a assumir um papel de nociceptor. Ademais, nossos dados demonstram o

envolvimento direto das fibras Nts+ na resposta de prurido dos animais.

Palavras chaves: nocicepc¢ao, neurdnios sensitivos, Trkb, Neurotensina.



ABSTRACT



MAGANIN, A. G. M. Characterization of the role of sensory fibers A (Trkb+) and
C fibers (Neurotensin+) in nociceptive and pathological pain. Thesis (PhD) —
Department of Pharmacology, Ribeirao Preto Medical School, University of Sao
Paulo, Ribeirao Preto, 2023.

Pain is understood as a response generated after the recognition of a noxious
stimulus, and may be associated with a real or potential injury. However,
inflammatory processes and lesions in the somatosensory system can cause
pain to be understood as a pathology. The perception of both nociceptive and
pathological pain depends on the recognition of noxious stimuli by nociceptive
sensory neurons (egg C fiber), and in cases of pathology (such as neuropathy)
also by non-nociceptive sensory neurons (A fibers). However, the classification
of these sensory neurons has always been based on morphofunctional
characteristics, which has always generated controversy regarding the real
function of these neurons in nociception. Because of this, a new classification
based on global transcriptional characteristics has been proposed. However, little
is known about the real function of the new subgroups and a more precise
understanding of the involvement of sensory neurons in the nociceptive
transmission pathway may directly contribute to studies of new, more effective
therapeutic targets for the treatment of different subtypes of pain. Therefore, the
aim of this project is to characterize the involvement of Trkb+ and Neurotensin
(Nts)+ sensory nerve fibers in the nociceptive pathway. For this, loss and gain of
function approaches will be used with the aid of genetically modified animals that
express the enzyme CRE recombinase in these specific populations of sensory
neurons. During this study, it was observed that Nts+ fibers do not play a role in
nociception, nor in the development of neuropathic pain due to injury and
chemotherapy, however apparently Trkb+ fibers, which in naive conditions
respond only to innocuous stimuli, in neuropathic conditions it starts to assume a
nociceptor role. Furthermore, our data demonstrate the direct involvement of

Nts+ fibers in the itch response of animals.

Keywords: nociception, sensory neurons, Trkb, Neurotensin



SUMARIO



1. INTRODUGAO...........coomiiiiiecceeeeeee e, 22

LIPS S 5 T 23
2 [0 Tl (o= o] (o] = JR 25
1.3.  Nova classificagdo neuronal............cccoooriiiiiiiicii e 27

2. OBUETIVOS ...ttt 30
2.1, ODbjetivOS geraiS........cuiii i 31
2.2.  Objetivos eSpeCifiCoS.........ouuiiiiiiiiiiiiee e 31
2.2.1. Caracterizagao dos neurénios sensitivos Trkb+ e Nts+........... 31

2.2.2. Avaliagao do envolvimento dos neurdnios sensitivos Trkb+ e

Neurotensina+ na dor nociceptiva e neuropatica..................... 31

3. Material @ Métodos.............ccooeiiiiiiiiiie e 33
3.1, ANIMAIS. . s 34
3.2.  Modelos experimentais.............coeeiiieiiiiiiiiieee e 34
3.2.1. Dor neuropatica induzida por lesao do nervo periférico............ 34
3.2.2. Dor neuropatica induzida por quimioterapico.............ccceeeeeeeeee. 35
3.3. Avaliagao dos limiares nocCiceptivos..........ccceeeeeieeeeeieeiiiieeieenes 35
3.3.1. Teste de Von Frey filamentos...............coooiiiiiiiiiiiiiiii 35
3.3.2. OptogenetliCa.........uueeeieeiiiiieiiie e 36
3.3.3. QUIMIOGENALICA. .....ceeiiiiiiieiei e 37
3.4. Tratamento com TamoXifeno..............ccceeeiiiiiiiiiiiiiiiieees 39
3.5. Coleta das amostras...........coooviiiiiiiiiiiiiiiiee e 39
3.6. IMUNOFfIUOIESCENCIA. ......ueeeeiieiee e 39
3.7. Citometria de fluXO.........coooiiiiiiii s 40
3.8. Reanalises de dados de sequenciamento de RNA de célula
U] ] o> PSRRI 40

3.9.  Analise estatistiCa...........cceerriiiiiiii s 40
4. Resultados...........coooiiiiiiiiiii 42
4.1. Caracterizagao das fibras Neurotensinas (Nts)+ e Trkb+........ 43

4.2. Os neurdnios Nts+ e Trkb+ nao apresentam envolvimento

(aF= T (o] gl g To T3 [o7=T o] 11VZ= TSRS 51
4.3. Os neurdnios Trkb+, mas ndo os Nts+, apresentam
envolvimento na dor neuropatica induzida por leséo.......................... 55

4.4. Os neurdnios Trkb+, mas ndo os Nts+, apresentam



envolvimento na dor neuropatica induzida por quimioterapico.............. 60
4.5. Os neurdnios Nts+ nao apresentam envolvimento com
respostas nocifensivas, mas sim com respostar a coceira.................. 65

4.6. Bloqueio dos neurdnios Nts+ leva a redug&o da coceira

induzida por histamina..............ouiuiiiiiii e 71
5. DiSCUSSA0......ccoiiiiiiiiiiiiii e 73
6. CONCIUSAO.......oooiiiiii e 79
7. Referéncias Bibliograficas................ccccccciiii il 81



1. INTRODUGAO

22



11. Dor

A dor € uma das adversidades que mais acomete a sociedade desde os
primérdios, gerando um alto custo social, devido ao fato de provocar
incapacidade nos individuos e assim, levar a prejuizos socioeconémicos
significativos (VERRI et al, 2006).

A tentativa de compreender a dor remete ao primordio dos seres
humanos, as primeiras civilizagdes no Egito buscaram compreender o que seria
a dor, passando pelos filosofos gregos, que classificaram como alteragdo nas
acdes naturais do ser humano, alteragdes no que chamavam de “humores”, até
Descartes descreveu que a dor era resultado da discordancia entre o sistema
nervoso periférico e o encéfalo (BONICA, 1990; PRITHVI, 1996; TEIXEIRA;
OKADA, 2003).

Porém, as compreensdes da dor colocavam-na apenas como parte de um
problema maior, ou seja, um sintoma de doengas subjacentes (RAFFAELI,
ARNAUDO, 2017), contudo, atualmente compreende-se que a dor € um “reflexo
de protecdo” e que agregada a dor, ha experiéncias emocionais anteriores que
fazem com que o individuo possa relatar de maneira diferente a sensagao
dolorosa, isso ocorre da correlagdo entre a resposta bioldgica e psiquica
(SHERRINGTON, 1947). Sabendo disso, a Associagao de Internacional para
Estudo da Dor (IASP), classificou a dor como uma resposta gerada apds o
reconhecimento de um estimulo nocivo, sendo descrita como uma experiéncia
emocional e sensorial desagradavel, associada ou ndo a uma lesdo tecidual real
ou potencial (RAJA et al, 2020).

Sendo assim, mesmo a dor possuindo seu papel fisiolégico e anatdémico
na detecgdo e transmissdo de mensagens compreendidas como dolorosas,
mediadas pelos receptores sensoriais especificos (nociceptores) (NOBACK et
al., 1996; LOESER; MELZACK, 1999), a dor se torna unica para um individuo
devido ao seu vinculo com o emocional, havendo sempre uma experiéncia
passada associada, o que desencadeia a aprendizagem e consequentemente a
lembranga (LOESER; MELZACK, 1999).

Fisiologicamente a dor esta envolvida com a evolugao e sobrevivéncia das
especies, pois constitui um mecanismo de protecdo evocado por um estimulo
nocivo (SHERRINGTON, 1947), contudo a dor também pode ser classificada
como patologica, quando perde seu papel fisiologico de protegdo do corpo contra
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possiveis danos e lesées (WOOLF, 2010). Vista disso, a dor patolégica pode ser
classificada principalmente em inflamatéria e neuropatica.

A inflamatdria esta relacionada com a resposta a uma lesao tecidual ou
apos o reconhecimento de um agente estranho ao organismo pelo sistema
imunoldgico, que produzira mediadores inflamatérios como citocinas, ATP e
bradicinina (KIDD, URBAN, 2001), na tentativa de remogao desse organismo ou
toxina, além de levarem a ativacdo mecanismos de reparo tecidual. Os
mediadores inflamatoérios levam a alteracao na plasticidade neuronal, e assim ao
aumento da sensagao dolorosa e/ou a diminuicao do limiar de dor a estimulos
que normalmente ndo produzem ou produzem pouca dor (FLOREZ, 1993;
MILLAN, 1999). Sendo assim, a dor de origem inflamatdéria pode ser
compreendida como a interagdo entre o tecido danificado e os neurbnios
sensoriais nociceptivos periféricos por meio da participacdo de mediadores
inflamatorios.

Contudo, a dor pode se tornar prolongada, apresentando duragédo maior
que 3 meses passando a ser classificada como cronica. Dentro da dor cénica se
destaca a dor neuropatica, que ¢é compreendida como reacgdes
musculoesqueléticas e psicocomportamentais, induzindo incapacidade
(CLAPHAN, 2003). A dor neuropatica apresenta uma incidéncia de 17,9% na
populagédo mundial (SMITH; TORRANCE, 2012).

Segundo a Associagao Internacional para o Estudo de Dor (do inglés
International Association for the Study of Pain - IASP) a dor neuropatica esta
relacionada a lesdo ou doencas associadas ao sistema nervoso
somatossensorial (IASP, 2012), podendo ser desencadeada por estimulos como
diabetes, quimioterapicos e por compressao ou lesdo do nervo (CAMPBELL;
MEYER, 2006), levando a alteragbes na percepgao da dor, como o surgimento
da anodinia, isso é, um estimulo que antes em condigcdes normais nao era
doloroso e passa a apresentar uma resposta dolorosa (IASP, 2012).

Entretanto, a percepg¢do da dor, tanto fisiolégica como patoldgica, esta
relacionada com dois componentes principais, a percep¢ado e nocicepgao. A
percepgao da dor € uma fungao integradora modulada por condi¢des emocionais
e psicoldgicas, como ja discutido anteriormente. J& a nocicepgao, ou a sensagéo
nociceptiva, resulta da ativagcdo de subpopulagdes especificas de neurdnios

sensoriais primarios especializados em reconhecer e transmitir estimulos

24



nocivos, chamados de como neurdnios sensitivos nociceptivos (NSN) ou
nociceptores (VERRI et al, 2006).

1.2. Nociceptores

O reconhecimento de diferentes estimulos pelos nosso corpo ocorre por
meio de neurbnios especializados, chamados de neurbnios sensoriais, tal
reconhecimento é fundamental para permitir que consigamos interagir com o
ambiente a nossa volta. E n&o é diferente quando falamos do reconhecimento
de estimulos nocivos, como mecanicos, térmicos e quimicos; porém ha um
subtipo de neurdnios sensitivos especifico para tal e sdo denominados neurénios
sensitivos nociceptivos (NSN).

Os corpos celulares dos NSN se encontram localizados nos ganglios,
tanto nos da raiz dorsal quanto nos trigeminais, e possuem um ramo axonal
distal, que inerva a periferia e sera responsavel pela detec¢cao dos estimulos
nocivos nos tecidos e pela transmisséo do potencial de agdo gerado para o corpo
celular e um outro prolongamento axonal proximal, que se comunica com
neurdnios na medula espinhal e do tronco encefalico (dependendo do ganglio),
que sao responsaveis pela condugdo dos potenciais de acdo do corpo do
neurdnio (apds reconhecimento do estimulo) para as vias superiores para que
ocorra o entendimento do sinal, reconhecimento da dor e se de inicio ao
processo resolutivo (BASBAUM, 2009; GARLAND, 2012).

Com o tempo, viu-se que havia diferenca entre as fibras aferentes distais,
ou seja, havia a necessidade de uma classificagdo dos NS e consequentemente
do NSN, sendo assim, estudos comegaram a propor uma classificagao inicial
onde os NS foram agrupados de acordo com sua morfologia e fungdo (KANDEL,
SCHWARTZ, JESSEL, 2000; JULIUS, BASBAUM, 2001; BROOKS, TRACEY,
2005).

Inicialmente, foram criados trés grupos de neurénios sensoriais: A, Ad e
C. As AB sao fibras mielinizadas, possuem grande diametro e
consequentemente uma conducgdo rapida dos sinais, acreditava-se que elas
eram responsaveis somente pelo reconhecimento de estimulos mecanicos
inéculos, porém um estudo mais recente evidencia que a ativagao de fibras AR
poderiam ativar vias nociceptivas na medula espinal, o que estaria envolvido no

desenvolvimento alodiania durante a dor patolégica, como as neuropatias
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periféricas (BASBAUM et al, 2009). Ainda dentro do grupo das fibras A, temos
as Ad, que também sao mielinizadas, possuem didametro médio, possuem uma
rapida condugao e s&o responsaveis pela dor aguda localizada. Dentro do grupo
das Ad ainda ocorre outra subdivisdo, podendo ser do tipo |, que respondem a
estimulos mecanicos e quimicos, com alto limiar para estimulos de calor; ou do
tipo II, com um baixo limiar para estimulos de calor e alto limiar para estimulos
mecanicos (BROOKS, TRACEY, 2005; BASBAUM et al, 2009; GARLAND,
2012).

Ja as fibras C sao caracterizadas por ndo possuirem bainha de mielina,
sendo assim a velocidade de conducao dos estimulos por essas fibras € lenta,
apresentam caracteristica polimodal, ou seja, respondem a diferentes estimulos,
como mecanico, térmico e quimico, também tem a capacidade de responder ao
prurido. As fibras C séo responsaveis pelo que conhecemos como dor difusa e
de longa duragdo. (BROOKS, TRACEY, 2005; BASBAUM, 2009; GARLAND,
2012).

Ao longo do tempo as fibras C passaram por mais uma subdivisdo de
acordo com a expressao e sintese de alguns peptideos. Devido a isso, temos
entdo, atualmente, as fibras do tipo C peptidérgicas, que liberam peptideos como
a substancia P e o peptideos relacionado ao gene da calcitonina (CGRP). O
outro grupo entao de fibras C passou a ser conhecido como n&o peptidérgicas,
e sao caracterizadas pela expressao de canais especificos ativados por ATP, o
P2X3 (JULIUS, BASBAUM, 2001), e apresentam ligagao para a isolectina IB4.

Contudo a classificagao dos NSN foi estabelecida somente considerando
marcadores morfofuncionais. Contudo, estudo comegaram a demonstrar que
havia controvérsia em relagdo ao real envolvimento dos neurdnios sensitivos no
reconhecimento de diferentes estimulos, como por exemplo. Foi demonstrado
que o desenvolvimento da alodinia esta relacionado com alteragbes nos
neurdnios sensitivos ndo nociceptivos A, responsaveis por estimulos inécuos,
passando a atuarem como NSN, outros demonstraram que os NSN de limiares
de ativacado baixo sofrem alteracdo na plasticidade e passam a reconhecer
estimulos in6cuos como nocivos (LATREMOLIERE; WOOLF, 2009; MA, 2012;
DHANDAPANI et al., 2018; CHAMESSIAN et al. 2019).

Devido ao fato de ter sido determinado a necessidade de uma nova

classificagado, mais detalhada, dos grupos de fibras nervosas sensitivas e do
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envolvimento de cada uma nos diferentes tipos de dor. Sendo assim, diferentes
grupos veem tentando definir, principalmente por meio dos transcriptomas de
ganglios da raiz dorsal (GRD), como dos neurbnios isolados, uma nova
classificagdo, com caracteristicas mais robustas (LACROIX-FRALISH et al.,
2011; USOSKIN et al, 2015). Recentemente foi proposta uma classificagao
baseada em estudos transcricionais desses neurbnios sensitivos, foram
determinados novos marcadores e um novo arranjo para os diferentes neurénios
sensitivos periféricos (Anagrama 1) fundamentada em dados obtidos através do
sequenciamento de RNA de uma unica célula (“single-cell RNAseq”) (USOSKIN
et al, 2015).

1.3. Nova classificagao neuronal

Recentemente foi proposta uma classificagdo baseada em estudos
transcricionais desses neurbnios sensitivos, foram determinados novos
marcadores e um novo arranjo para os diferentes neurdnios sensitivos
periféricos fundamentada em dados obtidos através do sequenciamento de RNA
de uma unica célula (“single-cell RNAseq”) (USOSKIN et al, 2015).

A nova classificacdo se fez necessaria pois, estudo demonstraram que
fiboras classificadas como na&o-nociceptivas teriam envolvimento no
desenvolvimento da neuropatia, atuando na sensibilizagdo central em
circunstancias de lesbes nos neurdnios, sendo assim os dados demonstraram
que as fibras AB, que em homeostasia respondem apenas a estimulos inécuos,
passam a atuar como nociceptoras, sendo responsaveis pela alodinia mecanica
em casos de neuropatia (LATREMOLIERE, WOOLF, 2009; CHAMESSIAN et al,
2019). Além disso, também foi observado que o bloqueio seletivo das fibras AB
levou a uma redugdo da hiperalgesia em pacientes com dor neuropatica
(CAMPBELL et al, 1988). Ademais, também existem evidéncias que a deplegéo
especifica de um subgrupo de neurdnios AR, os Trib.+, é capaz de prevenir o
desenvolvimento da alodinia mecanica em camundongos apods a indugao da dor
neuropatica (DHANDAPANI et al, 2018).

Ficou evidente a necessidade de uma nova reclassificacdo das fibras
sensoriais. O trabalho de Usoskin e colaboradores (2015), vem sendo
considerado uma das melhores alternativas para uma nova classificagédo, pois

empregando a técnica de sequenciamento RNA de célula unica (single-cell RNA-
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Seq) em células de GRD lombar de camundongos, eles conseguiram encontrar
e agrupar os neurbnios através de marcadores transcricionais expressos em
comum entre eles, permitindo entdo reagrupa-los em diferentes populag¢des que

possuiam caracteristica transcricionais. A nova classificagdo proposta para os
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neurdnios sensoriais periféricos é apresentada no Anagrama 1 (USOSKIN et al,
2015).

Anagrama 1 - Proposta de nova classificagdo de neurdnios sensoriais com base em
analises de transcriptoma de RNA. Os produtos genéticos no topo sdo novos marcadores
sugeridos para identificagdo de subtipos de neurdnios sensitivos (em vermelho os novos
marcadores; e em preto, marcadores previamente selecionados). Os marcadores ao final séo
exemplos de uma distribuicdo de produtos genéticos comumente estudados no campo. Enquanto
que a classificagéo funcional anterior € indicada abaixo dos parénteses (Myel. Ou Mielinizado; e
Unmyel ou ndo mielinizado) (adaptado de Usoskin et al, Nature Neuroscience, 2015).

Ja se iniciou uma avaliagao mais detalhada do envolvimento de cada novo
subtipo de neurbnios na deteccdo de diferentes estimulos, buscando assim
compreender o papel dessas novas subpopulagdes tanto no reconhecimento da
dor nociceptiva (fisiologica) quanto na dor patolégica (BANGASH et al., 2018).
Destacamos os subgrupos de fibras sensitivas NF1, que utiliza como marcador
especifico o Trkb (anteriormente classificadas como fibras sensitivas do tipo AB),
e as NP3 utilizando como marcador especifico a Neurotensina (classificadas
anteriormente como fibras sensitivas nao peptidérgicas do tipo C).

Os neurdnios NF1 sao neurénios mecanorreceptores de baixo limiar de
ativagao, sao mielinizados e anteriormente eram classificados como fibras AP,

aléem disso as NF1 apresentam uma alta expressdo do receptor de tirosina
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quinase B (Trkb) (USOSKIN et al, 2015). O Trib. ja era proposto como um
marcador de mecanorreceptores AB de rapida adaptacdo, além disso tais
neurfnios por serem mecanorreceptores extremamente sensiveis sempre
estiveram presentes nas discussdes dos mecanismos de sinalizagdo da alodinia
mecanica durante a dor neuropatica, contudo as evidéncias de seu envolvimento
comecaram a surgir recentemente (DHANDAPANI et al, 2018).

Os neurdnios NP3 possuem pequenos diametros e foram agrupados por
apresentarem a expressao de receptores de histamina, serotonina e substancias
relacionadas com o prurido, sendo um indicativo para o provavel papel dessas
fibras sensitivas, envolvimento na transdugéo da coceira inflamatéria (USOSKIN
et al, 2015). Também foi observado, que diferentemente do que era mostrado
na classificagao anterior, a populagao NP3 ndo apresenta marcadores classicos
de fibras C n&o peptidérgicas, como o P2X3 e o IB4 (STANTCHEVA et al, 2016).
O perfil de expressédo génica das NP3 causa controvérsia quanto ao seu real
papel, se teriam realmente envolvimento na nocicepgdo ou somente na coceira.

Ja que a Neurotensina (Nts) e a somatostatina (Sst) foram identificados
como marcadores especificos do grupo NP3 por conta de sua expresséo
exclusiva (USOSKIN et al, 2015), pois &€ bem descrito na literatura o
envolvimento desses peptideos na sinalizagdo do prurido (HUANG et al, 2018;
SHARIF et al, 2020).

Sabe-se que a Neurotensina € um peptideo presente no sistema nervoso
central e no trato gastrointestinal, atuando principalmente na modulagao de vias
dopaminérgicas e neuroenddcrinas (ST-GELAIS, JOMPHE, TRUDEAU, 2006).
Contudo nesse trabalho ela foi usada exclusivamente como marcador especifico
dos neurénios NP3.

Sabe-se que ainda ha controvérsia no envolvimento desses neurbnios
sensitivos nas vias de nocicepgéao, a elucidacdo do envolvimento dessas novas
subpopulagdes de fibras sensitivas na deteccao de diferentes estimulos nocivos,
contribuird para uma compreensdo mais precisa das sinalizacdes nociceptivas
periféricas e centrais, e assim auxiliara diretamente futuros trabalhos que
busquem o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas mais eficazes
para o tratamento da dor. Sendo assim, nossa hipotese € que os subgrupos de
fibras sensoriais Trkb+ e Nts+, anteriormente fibras AB e C ndo peptidérgicas,
respondem a estimulos de forma distinta a relatada na classificagéo tradicional.
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2. OBJETIVOS
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2.1. Objetivos gerais
Caracterizacédo do envolvimento das fibras nervosas sensitivas Trkb+ e

Neurotensina+ em resposta a estimulos nocivos.

2.2. Objetivos especificos

2.2.1. Caracterizagdo dos neurdnios sensitivos Trkb+ e Neurotensina+.
Sabendo-se da alteragao da classificagao das fibras nociceptivas periféricas, o
primeiro passo foi investigar entdo o arranjo e localizagdo das novas

subpopulagdes no sistema nervoso periférico e central.

2.2.2. Avaliagdao do envolvimento dos neurdénios sensitivos Trkb+ e
Neurotensina+ na dor nociceptiva e neuropatica

Experimentos de ganho de fungao. Para esse objetivo foram utilizados
os camundongos das linhagens Ntrk2-CreERT2, Nts-Cre e Nav1.8-Cre cruzados
com os camundongos Dreadd-hM3Dg- Flox (Zhu et al., 2016). Os animais
Dreadd expressam receptores desenhados especificamente para drogas
comumente inertes, como no caso dos nossos animais onde sao ativados pela
closapina-N-6xido (CNO), que em condi¢des normais é inerte. Sendo assim, os
animais gerados desse cruzamento possuem o receptor expresso somente nas
fibras de interesse, e quando foram tratados com o CNO localmente (na pata)
somente essas fibras foram ativadas, permitindo avaliar se essas fibras
isoladamente sao capazes de levar ao desenvolvimento de nocicepgao. Outro
modelo utilizado para o ganho de fungao foi o de optogenética, foram utilizadas
as linhagens de camundongos Ntrk2-CreERT2, Nts-Cre e Nav1.8-Cre cruzados
com os camundongos Ai-32-Flox, que expressdo o canal de rodopsina, foto
sensivel ao comprimento de onda 647, sendo assim quando os camundongos
provenientes desse cruzamento foram estimulado na pata com LED com
comprimento de onda de 647, ocorreu ativagdo especifica dos subtipos
neuronais, permitindo avaliar isoladamente o papel de cada um deles

Experimentos de perda de fungao. Para esse objetivo foram utilizados
os camundongos das linhagens Ntrk2-CreERT2, Nts-Cre e Nav1.8-Cre cruzados
com os camundongos Dreadd-hM4Di- Flox (Zhu et al., 2016). Os animais Dreadd

expressam um receptor desenhado especificamente para reconhecer somente
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drogas inertes, como a closapina-N-6xido (CNO), que em condigbes normais €
inerte para o animal. Sendo assim, os animais gerados desse cruzamento
possuem o receptor expresso somente nas fibras de interesse, e quando foram
tratados com o CNO localmente (na pata) somente essas fibras foram
bloqueadas, permitindo avaliar se essas fibras isoladamente sado capazes de

reduzir o desenvolvimento de nocicepgao.
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3. MATERIAL E METODOS
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3.1. Animais

Foram utilizados camundongos machos C57/BI6, de linhagem isogénica
selvagem, camundongos C57/BI6 Ntrk2-Cre-ERT2 (RUTLIN et al, 2014),
camundongos C57/BI6 Nts-Cre (LEINNINGER et al.,, 2011), camundongos
C57/BI6 Nav1.8-Cre (STIRLING et al., 2005), camundongos C57/BI6 TdTomato-
Flox (MADISEN et al., 2010), camundongos C57/BI6 Dreadd-hM3Dq-Flox (ZHU
et al., 2016), C57/BI6 Dreadd-hM4Di-Flox (ZHU et al., 2016) e camundongos
ChR2(H134R)-EYFP-Flox (Ai32) (MADISEN et al., 2012) provenientes do
biotério central da Universidade de Sao Paulo (USP)- Campus de Ribeirao Preto,
do Centro de Criagbes de Camundongos Especiais (CCCE) Campus de Ribeirao
Preto ou do biotério de criagdo da Clinica Médica do Campus de Ribeirao Preto.
Os animais foram mantidos no biotério do Departamento de Farmacologia sob
condi¢des de temperatura e ciclo claro/escuro controlados, com livre acesso a
ragdo e agua. Todos os experimentos seguiram as normas de ética
estabelecidas pela IASP (do inglés International Association for the Study of
Pain) com a finalidade de minimizar o sofrimento animal durante todo o curso do
procedimento experimental. E todos os experimentos foram aprovados pelo
comité de ética da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto — USP, sob o
nuamero 173/2019. Para controle da expressdo genica dos marcadores foram
feitas as confirmagdes por meio de reagédo em cadeia da polimerase (PCR).

3.2. Modelos experimentais

3.2.1. Dor neuropatica induzida por lesao do nervo periférico

Os animais, apos anestesiados com isoflurano 1,5% (via inalatéria), foram
submetidos ao modelo de lesdo do nervo SNI (Spared Nerve Injury), que consiste
na ligadura por fio de sutura seguido da transecgao de dois (peroneal e tibial)
dos trés ramos do nervo isquiatico, como descrito por Bourquin e colaboradores
(2006). Para estabelecer os limiares basais de cada animal foram feitos os testes
comportamentais 24h antes da indugao da les&o. E avaliados os dias 5, 7, 10,
14 apos a lesao (Anagrama 2).
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Anagrama 2 — Desenho experimental da indugdo do modelo de SNI no dia 0. E as
avaliagbes comportamentais foram feitas no dia 0 antes da les&o nos dias 5, 7, 10 e 14 dia apo6s

a lesao.

3.2.2. Dor neuropatica induzida por quimioterapico

Os camundongos receberam por via intraperitoneal 4 doses de 8 mg/kg
em dias alternados de paclitaxel (ONTAX®), totalizando ao fim do tratamento 32
mg/kg por animal (WANDERLEY; MAGANIN et al, 2022). Para estabelecer os
limiares basais de cada animal foram feitos os testes comportamentais antes do
inicio dos tratamentos. E avaliados os dias 1, 3, 5, 7, 14, 21 apds a primeira
administragao do quimioterapico (Anagrama 3).

PCX PCX PCX PCX 8mg/Kg

Anagrama 3 — Desenho experimental do tratamento dos animais com Paclitaxel nos dias
0, 2, 4 e 6 com totalizando quatro dose de 8mg/Kg cada. E as avaliagdes comportamentais foram
feitas no dia 0 antes do tratamento e sempre 24h apds o tratamento, sendo avaliado até o 21°

dia apos inicio do tratamento.

3.3. Avaliacao dos limiares nociceptivos
A sensibilidade a estimulos mecanicos foi avaliada pelo teste pelo teste
de Von Frey filamentos e a dos limiares térmicos foi feita por meio dos testes de

acetona.

3.3.1. Teste de Von Frey filamentos
Os animais foram colocados em caixas de acrilico, cujo assoalho é

constituido por uma rede de malha de arame n&o maleavel, 30-40 minutos antes
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do experimento, para habituagdo ao ambiente. Os limiares de retirada da pata
foram determinados usando uma série de filamentos de von Frey (0,008 a 1,4 g)
pressionados contra a superficie plantar da pata traseira em ordem ascendente
comegando com a fibra mais fina. A resposta nociceptiva € caracterizada por
flexao seguida de subita retirada da pata. O filamento de menor for¢a capaz de

induzir resposta nociceptiva foi apresentado como limiar mecanico (g).

3.3.2. Optogenética.

A expressdo do canal de rodopsina 2 (ChR2) ocorreu por meio da
utilizacao da Cre-LoxP. O ChR2 é um canal de cations fotossensivel que possui
sua ativagdo maxima no comprimento de onda 473 nm, o que leva a
despolarizagéo dos neurénios, somente nas fibras de interesse (Trkb+, Nts+ e
Nav1.8+) (LAKSO et al, 1992; BRITT, MCDEVITT, BONCI, 2012).

O sistema Cre-LoxP funciona por meio do reconhecimento dos sitios
flanqueados por sequéncias loxP pela enzima recombinase Cre que é
responsavel por catalisar sua excisao do sitio. Nos camundongos Nav1.8-Cre ou
Nts-Cre, a enzima Cre € expressa sob controle do promotor do gene que codifica
a Neurotensina ou o canal Nav1.8, portanto somente nas células que expressao
essas proteinas ocorre a expressao da Cre (KIM et al, 2016). J& nos animais
Ntrk2-Cre-ERT2, a expressao de Cre esta vinculada ao receptor de Tamoxifeno,
sendo necessario primeiro tratar os animais com o Tamoxifeno (ver item 3.6).
Nos animais ChR2(H134R)-EYFP-Flox (Ai32), o gene que codifica o canal ChR2
€ controlado por um promotor com expressao ubiqua, e esta separado do gene
do ChR2 por um sinal de parada flanqueado por sequéncias loxP (KIM et al,
2016). Apo6s o cruzamento dos animais das linhagens Cre com os camundongos
Ai32, a prole gerada apresenta atividade da enzima Cre nas fibras de nosso
interesse.

Os animais gerados dos cruzamentos entao nos permitem estimular as
fibras de forma exclusiva, através da utilizacdo de um LED em comprimento de
onda de 473nm. Sendo assim avaliamos as respostas dos animais das diferentes
linhagens em condigbes naive (sem nenhuma neuropatia), tratados com
paclitaxel (ONTAX®) e os que foram submetidos ao modelo de SNI. Os animais
que nao apresentaram a recombinagéo pela Cre (chamados aqui somente de
Ai32-Flox) foram utilizados como controle negativo.
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Para os experimentos foram utilizados os equipamentos da Thor Labs:
LED de 470nm M470F3 (Thor Labs); LED Driver LEDD1B (Thor Labs); cabo de
fibra o6tica RJASF2 (Thor Labs); e o gerador de pulsos PulserPlus (Prizmatix),
programado pelo software PulserPlus.

Os animais foram colocados em caixas de acrilico com um assoalho de
malha de arame ndo maleavel, 40 min antes do estimulo, para ambientagao.
Apos a ambientacao, foram feitos estimulos com LED na pata traseira direita
durante 10 segundos e os comportamentos foram avaliados durante o periodo
de estimulo e mais 10 segundos posterior ao estimulo. O pulso luminoso utilizado
foi 5ms, e as frequéncias foram de 2, 5 e 10 Hz. As intensidades variaram durante
os experimentos, sendo de 1, 2, 5, 9, 22, 41 e 54 mW/mm? (adaptado de
CHAMESSIAN et al., 2019). Os comportamentos avaliados foram descritos na
Tabela 1. E foi feito um intervalo de 5 minutos entre uma intensidade e outra e

10 minutos de uma frequéncia para outra.

Tabela 1: Comportamentos avaliados

Comportamentos que serao avaliados

Elevacdo / Flutter

Guarda / Segurar

Lamber
Salto

Vocalizacdo

Rear

3.3.3. Quimiogenética.

Ativagao por quimiogenética

Especificacdao

Movimento rapido para cima e para baixo;
ElevagOes rapidas e repetidas em sucessao

Levantar a pata e segurar lateralmente no meio do
corpo; Pata puxada para cima em dire¢ao ao fundo
e segurar

Levar a pata para a boca e lamber
As duas patas traseiras saem do chao

Som audivel

O camundongo estende o corpo verticalmente e
fica sobre as patas traseiras com o suporte do
gabinete

Adaptado de CHAMESSIAN, et al. (2019)
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Para tal os camundongos Ntrk2-Cre-ERT2, Nts-Cre e Nav1.8-Cre foram
cruzados com os animais DREADD-hM3Dg-Flox. Foi utilizado os mesmos
principios do Cre-LoxP do item 3.4 para esse experimento. Sendo assim, os
animais obtidos expressam o receptor hM3Dq somente nas fibras de interesse.
O hM3Dq € um receptor que tem como fungdo a ativacdo das células de
interesse (que expressam ele), ele foi projetado baseado no receptor
muscarinico humano M3, acoplado a proteina Gq, e so é ativado pelo seu ligante
inerte, a clonazepina N-6xido (CNO), levando assim, a uma liberagao de calcio
e a excitacédo neuronal (ZHU et al, 2016).

Os animais foram postos para ambientar na sala de experimentagao por
40 min. Posterior a ambientagéo, foram injetados 10uL de CNO diluido em salina
e DMSO, nas concentragbes de 2,5, 5 ou 10 ng por pata, na regido subplantar
da pata traseira direita dos camundongos e as respostas comportamentais foram
avaliadas durante 40 min. Os comportamentos considerados foram: elevacao da
pata, manter a pata erguida ou em guarda, saltar, lamber a pata e morder a pata.

Para o tratamento de CNO subcutaneo a dose utilizada foi de 1000 ng em
100 pL de uma solugao de salina e DMSO (concentragdao de 10ng/uL) na nuca
de animais Nts + Nav1.8+ e foi avaliado o tempo que o animal passada
apresentando comportamento de coceira, a avaliacéo foi feita durante 30 min e
os comportamentos avaliados foram de acordo com artigo publicado na revista
“Neuron” por Sharif e colaboradores (2020).

Bloqueio por quimiogenética

Para tal os camundongos Ntrk2-Cre-ERT2, Nts-Cre e Nav1.8-Cre foram
cruzados com os animais Dreadd-hM4Di-Flox. Sendo assim, os animais obtidos
expressam o receptor hM4Di somente nas fibras de interesse. O hM4Di é um
receptor que tem como fungdo o bloqueio das células de interesse (que
expressam ele), ele foi projetado baseado no receptor acoplado a proteina Gq
humano, e sé é ativado pelo seu ligante inerte, a clonazepina N-6xido (CNO),
levando assim, a um bloqueio da liberacdo de calcio e assim bloqueio da
excitacao neuronal (ZHU et al, 2016).

Os animais foram postos para ambientar na sala de experimentagao por
40 min. Posterior a ambientagao, foi injetado 1ug de CNO subcuténeo diluido
100 pL de uma solugao de salina e DMSO (concentragao de 10ng/ul) na nuca
dos animais Nts + e em seguida foi administrada histamina na dose de 100 ug
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de histamina na nuca dos animais, e o0 o tempo que o animal passada
apresentando comportamento de coceira foi avaliado, a avaliagao foi feita
durante 30 min e os comportamentos avaliados foram de acordo com artigo
publicado na revista “Neuron” por Sharif e colaboradores (2020).

3.4. Tratamento com Tamoxifeno

Os animais Ntrk2-Cre-ERT2; Ai-32 -flox, Ntrk2-Cre-ERTZ2; Dreadd-hM4Di-
Flox com 6 semanas foram tratados 5 dias consecutivos com a dose 2mg de
Tamoxifeno (Sigma) diluido 200yl em 6leo de milho para que ocorresse a
recombinacao da Cre (RUTLIN et al, 2014).

3.5. Coleta das amostras

Os animais foram anestesiados com ketamina (100mg/kg, i.p.) e xilazina
(10mg/kg, i.p.). Para a realizacao dos experimentos de imunofluorescéncia, os
animais foram perfundidos com PBS (phosphate- buffered saline, pH 7,2- 7,4),
em temperatura ambiente, por 2 minutos (5 ml/min) seguida de perfusdo com
paraformaldeido 4% tamponado (pH 7,0) a 4°C por 6 minutos (5 ml/min). Em
seguida, foi feita uma incisdo craniocaudal no dorso do animal, seguida de
abertura por planos, até a exposicao das laminas 6sseas da coluna vertebral.
Apo6s laminectomia, a medula espinal lombar (L4-L6) foi exposta para coleta
juntamente com os GRD correspondentes. Além disso, as patas e os nervos
ciaticos foram coletadas para avaliar as terminagdes livres dos NS na periferia.

3.6. Imunofluorescéncia

Os tecidos coletados foram fixados com paraformaldeido 4% tamponado,
pH 7,0, por 24 horas, a 4°C. As amostras fixadas foram criopreservadas com
sacarose 30% a 4°C. Em seguida, as amostras foram congeladas em meio
preservante Tissue- Tek® O.C.T. e criosseccionadas (14 a 16 um). Criossec¢des
foram deixadas 20 minutos em temperatura ambiente para secagem seguida de
duas lavagens com 0,3% Triton-X 100 em tampéao fosfato e salina esterilizado
(PBS, pH 7.2-7.4) e uma lavagem com PBS apenas. Para reduzir as ligagdes a
proteinas inespecificas, as criossec¢des foram incubadas com soro bovino 10%
por 1 hora. Por utilizarmos animais reportes ndo foram aplicados anticorpos

primarios e secundarios sobre as criossecg¢des. Apos as lavagens foi aplicado o
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anticorpo para nucleo (DAPI). As expressdes dos marcadores fluorescentes
foram analisadas por meio da microscopia confocal (Leica TCS-SP5 AOBS).

3.7. Citometria de fluxo

ApoOs coleta da pele o do DRG dos animais NTS-Cre;TdTomato-flox as
amostras foram colocadas em colagenase 8 (Sigma) e meio de cultura
incompleto para a suspensdes de células e depois da dissociagéo a colagenase
foi inativada usando soro fetal bovino 10%, as células foram marcadas com os
anticorpos conjugados a fluorocromo, utilizamos o anticorpo de viabilidade e anti
CD45, anti CD11b e anti Ly6G para determinar se as células imunes expressam
NTS. As células foram adquiridas no citometro FACSCanto (BD Biosciences).
Os dados foram analisados com o software FlowJo (BD Biosciences).

3.8. Reanalises de dados de sequenciamento de RNA de célula unica

O banco de dados GSE154659 (USOSKIN et al, 2015) foi analisado
usando o pacote Seurat versdo 4.3.0 (STUART et al., 2019). Esses dados foram
filtrados, log normalizados, integrados e dimensionados antes da reduc&o de
dimensionalidade e identificagdo de cluster. Para cada conjunto de dados,
removemos células de baixa qualidade que tém mais de 10% de conteudo de
gene mitocondrial e contém menos de 500 features (genes unicos). A analise de
componentes principais foi utilizada definidas pelos autores dos bancos de
dados. Com base nessas determinacgdes, escolhemos os primeiros 20 PCs para
identificacdo do vizinho mais préximo e uma resolugdo de agrupamento de 1,0
para localizagdo de agrupamento. Finalmente, escolhemos o UMAP e tSNE
como uma abordagem de reducdo de dimensionalidade nao linear para
visualizar clusters. A nomenclatura dos clusters foi definido a partir da anotagao
disponibilizada pelos préoprios autores principais. Toda a analise scRNA-seq foi
feita usando o software R versao 4.2.2 (R Core Team). Todos os graficos sSCRNA-
seq foram feitos usando ggplot2 versao 3.4.0 (WICKHAM, 2016).

3.9. Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média = erro padrao da média.
Comparacgdes foram feitas utilizando analise de variéncia de duas vias (ANOVA
two-way) seguida de teste de Bonferroni e Teste t de Student com multiplas
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comparagdes seguinte de teste de Holm-Sidak no software Graphpad Prisma
8.4.3. O nivel de significancia foi considerado para valores de P< 0.05.
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4. RESULTADOS
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4.1. Caracterizagao das fibras Neurotensinas (Nts)+ e Trkb+

Iniciamos buscando compreender melhor as fibras Nts+ e se o Nts poderia
ser usado como um marcador para essa subpopulagdo na nova classificagcio,
buscamos compreender primeiro a expressao de Nts por meio da reanalise do
sequenciamento de célula unica (RNAseq) publicado por Usoskin e
colaboradores (2015) e também por meio da imunofluorescéncia compreender
melhor a localizagdo dos neurbnios que expressam Nts na periferia (pata) e no
ganglio da raiz dorsal (GRD).

A reanalise do banco de dados de GRD nos mostrou que a populagao
SST (somatostatina +) que também podemos descrever como a populagéo NP3,
apresenta de forma quase que exclusiva a expressédo de Nts (Figura 1). Além
disso, nossas analises demonstraram que mesmo as NP3 (SST) estarem
anteriormente agrupadas com as Fibras C nao peptidérgicas (Cnp), elas nao
compartilham caracteristicas com a outra subpopulagéo (NP) que também era
do grupo de fibras Cnp (Figura 2).

Ja as a expressdao de Trkb ocorre de forma majoritariamente na
subpopulagao NF1 (Figura 1), contudo podemos ver expressdes, baixas, em
outras populagdes, como NF2. Nossa reanalise nos mostra que a subpopulacao
NF1 apresenta caracteristicas de fibras mecanorreceptores de baixo limiar de
ativagéo (Figura 2). Além disso, nossa reanalise nos mostrou que em situagdes
de neuropatia, a expressao de Trkb aumenta na populacdo NF2, que em
situagdo homeostatica (ou naive) quase ndo apresenta tal expressao (Figura 3).
Ademais podemos observar que as fibras da populagdo NF1 ndo apresentam
uma expressao significativa do canal Nav1.8 (Scn10a), um dos canais
relacionados com a sinalizagdo da dor, contudo na populacdo de fibras SST
vemos uma expressado mais significativa do Nav1.8, porém ainda € mais baixa
que a expressao em outras populagdes, como NP (populagdo anteriormente
também classificada como Cnp) (Figura 1).

Dados anteriores do nosso grupo (WERLANG, 2022) ja haviam
demonstrado parte da caracterizacdo dos neurdnios Nts+, e demonstrara que
tais neurbnios exibiam uma colocalizacdo com os neurbnios que apresentam a
expressao do canal Nav1.8 corroborando os dados de nossa reanalise (Figura

1). Utilizando animais Nts reporters, que expressam os neurdnios Nts em verde,
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pudemos observar que Nts estd expresso em uma pequena populagdo de
neurénios no GRD (Figura 4), como visto também na nossa reanalise do
RNAseq. E analisando a imunofluorescéncia da pata dos animais podemos
observar que as fibras Nts apresentam terminacdes nervosas livres e vemos que
as fibras Nts possuem uma baixa inervagcado nas patas condizendo com o baixo
numero de neurdnios no GRD que expressam Nts (Figura 5).

Nossos dados demonstram que existe uma populagcdo de células nao
neuronal que expressa Nts na regido dos ganglios como mostrado pelas setas
brancas (Figura 4), contudo nao se sabe ao certo qual populagao celular estaria
expressando neurotensina. Na tentativa de compreender melhor qual célula
seria, utilizamos a técnica de citometria de fluxo da pele e do GRD dos
camundongos Nts-Cre;Ai32-flox (animal que apresenta o repérter YFP nas
células Nts), contudo nossos dados demonstram que a populagao Nts néo esta
presentes em células hematopoiéticas envolvidas na regulagdo e ativagdo do
sistema imunolégico, marcadas por CD45+ observamos a populag¢des Nts esta
nas células CD45-, (Figura 6 e Figura 7), possivelmente ndo sendo uma célula
imune a expressar Nts.

Sendo assim, nossos dados demonstram que o Nts é um marcador
bastante exclusivo da subpopulagdo SST (NP3) e apesar de anteriormente ser
classificada como fibras Cnp, as fibras Nts+ apresentam agrupamento distinto
das outras fibras Cnp. Além disso nosso ensaio de imunofluorescéncia
corroborou 0 achado da nossa reanalise, demonstrando que os neurdnios Nts+
fazem parte de um pequeno subgrupo de neurbénios de terminagéo livre, que
expressam Nav1.8, podendo ter relagdo com as vias nociceptivas. Ja as fibras
NF1 o Trkb mesmo ndo sendo exclusivo € um bom marcador, devido a alta
expressdo dessa populacdo e como na classificagdo antiga, as NF1 s&o
mecanorreceptores de baixo limiar, contudo durante a neuropatia vemos uma

alteracao na expresséo de Trkb nessas células.
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Figura 1: Analise Dotplot da expressao genica dos marcadores neuronais

em camundongos naive. Os graficos dotplot exibem a distribuicdo destacada
de Ntrk2 (Trkb), Scn10a (Nav1.8) e Nts para cada populagéo neuronal indicada.
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subpopulag¢des neuronais de acordo com a nova classificacdo neuronal.

46



Ntrk2

30 1

o)

3

—1 101

C .

S [ Naive

® B Paciitaxel
5

x

w

Identity

Figura 3: Analise da expressao de Ntrk2 no GRD de animais em condigdes
naive e neuropatica. Expressdo de Ntrk2 (Trkb) nas diferentes populagbes
neuronais em condi¢cdes naive e de dor neuropatica induzida por quimioterapico

(Paclitaxel).
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Figura 4: Expressdao de NTs no GRD de animais em condi¢bées naive.
Expressao de Nts (verde) no ganglio da raiz dorsal de camundongos. Em azul a
marcacgao de nucleo (DAPI) em verde a expressao de Nts nos animais reporter
Nts-Cre,Ai-32-flox. Escalas indicada de 100um.

Figura 5: Expressdao de NTs na pata de animais em condi¢cdées naive.
Expressao de Nts (vermelho) na pata de camundongo Nts-cre, TdTomato-Flox.
Em azul a marcagao de nucleo (DAPI) em vermelho a expressao das fibras Nts,
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onde € possivel ver as terminagdes livres dos neurénios Nts +. Escalas indicada
de 100pm.
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Figura 6: Populagao de células ndao neuronais do DRG que expressao Nts.
Porcentagem de células CD45+ e CD45- que expresséo Nts, demonstrando que
as células hematopoiéticas envolvidas na regulacdo e ativagdo do sistema
imunoldgico. Os dados sédo apresentados como médias + EPM (n = 4-5 por

grupo). Teste t ndo paramétrico, ** P< 0.005.
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Figura 7: Gates utilizada par citometria de fluxo. Estratégia de gates

utilizadas par realizagao da citometria de fluxo utilizada no experimento da figura

6, utilizamos mais marcadores dentro da populagdo CD45+, para comprovacgao

da nao expressao de Nts nas células CD 45+.
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4.2. Os neurdnios Nts+ e Trkb+ nao apresentam envolvimento na dor
nociceptiva

Buscando compreender a resposta das fibras Nts+ e Trkb+ quando
ativadas, utilizamos os animais Nts-cre; Ai32-flox e Ntrk2-Cre-ERT2;Ai-32
associado com a optogenética e para levar a ativagao especifica dos neurénios
em condigdes naive.

Os animais Ntrk2-Cre-ERT2;Ai-32 possuem a condicdo da Cre estar
associada ao receptor de Tamoxifeno, sendo assim para que haja a
recombinacao e expressao do canal de rodopsina nas células Trkb+ os animais
foram tratados inicialmente por 1 semana com Tamoxifeno, como descrito o item
3.6 e esperado mais 4 semanas para que ocorresse a recombinagdo nos
neurénios de interesse.

Apo6s a ambientacdo os animais foram submetidos ao estimulo do Led
azul na pata direita traseira durante 10 segundo e os comportamentos foram
filmados e analisados seguindo a tabela 1. Observamos que com o aumento da
frequéncia do Led e da intensidade do estimulo os animais Nts+ apresentaram
um aumento do comportamento quando comparado com o controle (Figura 8).
Sendo na frequéncia de 10Hz e nas intensidades de 22 a 54mW/mm? onde eles
apresentaram mais comportamentos e comportamentos mais distintos, como a
lamber a pata traseira e aumento no comportamento de guarda.

Ja os animais Trkb+ n&o apresentaram resposta comportamentais de
forma significativa, nem com o aumento da frequéncia e da intensidade (Figura
9), 0 que era esperado ja que na classificacao dessas fibras elas aparecem como
sendo fibras que reconhecem estimulos indcuos.

Quando comparamos os animais Nts+ e Trkb+ com os animais Nav1.8-
cre; Ai-32-flox os dois subgrupos ndo apresentam respostas comportamentais
significativas (Figura 10). Os animais Nav 1.8+ foram utilizados como nosso
controle positivo para comportamentos nocifensivos, devido ao fato de ja existir
a caracterizacao desses animais Nav1.8 na literatura (DAOU et al, 2013); foi
possivel observar que os animais Nav1.8 apresentam uma resposta nocifensiva
muito mais exacerbada que os animais Nts+ Trkb+, e essa resposta aumenta de
forma gradual com o aumento da frequéncia e da intensidade (Figura 10). Além

disso, os animais Nav1.8 apresentam comportamentos como salto e vocalizagéo
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Segurar / Guarda

(audivel sem o uso de equipamentos), marcadores que indicam uma resposta
nocifensiva elevada, quando comparados com os Nts (Figura 10).

Apo6s determinarmos os parametros dos comportamentos no basal e
comparando com as respostas obtidas com os animais Nav1.8+ decidimos
utilizar a frequéncia de 10Hz para os proximos experimentos, ja que é a
frequéncia onde os animais Nts e Trkb apresentam mais respostas.

Nossos dados comportamentais utilizando a optogenética sugerem que
aparentemente as fibras Nts+ e Trkb+ ndo apresentam um papel fundamental na

sinalizagao de respostas nocifensivas em condi¢des naive.
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Figura 8: Comportamento nocifensivo evocado pela luz azul nos animais
Nts naive. Animais Nts-cre,Ai32-Flox ou Nts-,Ai32-Flox estimulados com Led
azul, com intensidade de 2, 5, 9, 22, 41, 54 mW/mm? e frequéncias de 2, 5 e 10
Hz. Demonstrando que com o aumento da frequéncia e da intensidade ocorre
aumento da resposta comportamental nos animais Nts+, mas ndo nos Nts-. Os
dados sao apresentados como meédias de cada comportamento apresentado
pelo grupo (n = 5-6 por grupo).
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Figura 9: Comportamento nocifensivo evocado pela luz azul nos animais
Trkb naive. Animais Ntrk2-Cre-ERT2,Ai32-Flox ou Ntrk2-,Ai32-Flox estimulados
com Led azul, com intensidade de 2, 5, 9, 22, 41, 54 mW/mm? e frequéncias de
2,5 e 10 Hz. Demonstrando que com o aumento da frequéncia e da intensidade
nao levou ao aumento da resposta comportamental nos animais Trkb+. Os dados

sdo apresentados como médias de cada comportamento apresentado pelo
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Figura 10: Comportamento nocifensivo evocado pela luz azul nos animais
Nav1.8+ naive. Animais Nav1.8-Cre,Ai32-Flox ou Nav1.8-,Ai32-Flox
estimulados com Led azul, com intensidade de 2, 5, 9, 22, 41, 54 mW/mm? e
frequéncias de 2, 5 e 10 Hz. Demonstrando que com o aumento da frequéncia e
da intensidade leva de forma gradual e dependente de frequéncia e intensidade
ao aumento da resposta comportamental nos animais Nav1.8+, levando inclusive
a comportamentos de vocalizagao. Os dados sao apresentados como médias de
cada comportamento apresentado pelo grupo (n = 6-8 por grupo).
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4.3. Os neurdnios Trkb+, mas nao os Nts+, apresentam envolvimento
na dor neuropatica induzida por lesao

Apos determinarmos a resposta em condigdes fisioldgicas das fibras Nts
e Trkb e observarmos que elas ndo apresentam um envolvimento com a resposta
nocifensiva, fomos avaliar o seu papel na dor neuropatica.

Inicialmente utilizamos o modelo de lesdo do nervo ciatico, o Spared
Nerve Injury (SNI). Para determinarmos que o modelo estava levando ao
desenvolvimento da neuropatia nos animais Nts-Cre;Ai32-flox e Ntrk2-Cre-
ERTZ2;Ai-32 utilizamos o vonfrey filamento e o teste de acetona como controles,
podemos observar uma reducao do limiar de retirada de pata dos animais a partir
do 5° dia apés a indugao do modelo de SNI e tal reducdo se mantém até o 14°
dia, indicando que os animais desenvolveram dor neuropatica (Figura 11). Junto
a comprovacao do modelo, avaliamos também a resposta comportamental dos
animais por meio da optogenética.

Observamos que na frequéncia avaliada, de 10Hz, houve uma redugao
significativa dos comportamentos apresentados tanto dos animais Nts+ como
dos Nav1.8+ nos dias 5 e 7 apds SNI quando comparado com a resposta basal
(Figura 12 e Figura 13). Contudo, os animais Trkb+ passaram a apresentar uma
resposta comportamental de forma significativa no 7° e 14° dia apos a leséao,
quando comparado ao grupo controle, e com o aumento da intensidade pudemos
observar um aumento das respostas, sendo na intensidade de 9mW/mm? onde
0s animais apresentaram maior numero de comportamentos (Figura 14),
contudo quando comparado com as respostas dos animais Nav1.8+ essa
resposta ndo é significativa. A resposta dos animais Nav.18 e Nts+ na fase inicial
da lesdo possivelmente tenha relagdo com uma morte celular dos neurénios
apdés a indugdo da lesdo; contudo, a partir do 14° dia observamos uma
recuperagcao das respostas dos animais, porém novamente o animal Nts+
apresenta menos resposta comparado com o basal e com os animais Nav1.8+
no 14° dia de lesédo (Figura 12 e Figura 13). Tais resultado sado esperados e
consistente com os resultados aqui apresentados anteriormente, ja que a
populacdo Nts+ expressa Nav1.8+, contudo em menor quantidade. Além disso
a resposta dos animais Trkb condiz com a hipo6tese dessas fibras assumirem
caracteristicas de nociceptores em situagdes de neuropatia.
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Paw withdrawal threshold

Devido ao fato de aparentemente ocorrer uma morte das populagdes Nts,
buscamos outro modelo para compreender ainda mais o envolvimento dos

neurénios NP3 e NF1 no desenvolvimento da neuropatia.

4
- Nav1.8+
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o) ok —— NTS+
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= xx —— Trkb +
17 — Trkb -
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Time after SNI (days)

Figura 11: Avaliagao comportamental do desenvolvimento da neuropatia
apos a indugado do SNI. Limiar mecanico de retirada de pata por von Frey
filamentos em nos animais Nav1.8-Cre,Ai32-Flox, Nav1.8-,Ai32-Flox, Nts-
Cre,Ai32-Flox, Nts-,Ai32-Flox, Ntrk2-Cre-ERT2,Ai32-Flox e Ntrk2-,Ai32-Flox
apods a indugao da neuropatia pelo modelo de SNI. Podemos ver que os animais
apresentam reducao do limiar de retirada de pata a partir do 5° dia, se mantendo
ate 14° dia ap6s a lesdo, quando comparado com o basal (BL). Os dados sao
apresentados como médias + EPM (n = 5-8 por grupo. *P<0,05, **P<0,005
versus grupo BL, Teste t de Student multiplas comparagdes, post-hoc Holm-
Sidak).
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Figura 12: Comportamento nocifensivo evocado pela luz azul nos animais
Nts+ apos a lesdao de SNI. Animais Nts-Cre,Ai32-Flox ou Nts-,Ai32-Flox

estimulados com Led azul, com intensidade de 2, 5, 9, 22, 41, 54 mW/mmZ2 e

frequéncia de 10 Hz. Demonstrando que apos a lesao ocorre uma reducao das

respostas comportamentais dos animais Nts+ mesmo com o aumento da

intensidade, com uma recuperagao das respostas no 14° dia apds a lesédo. Os

dados sao apresentados como meédias de cada comportamento apresentado

pelo grupo (n = 5-8 por grupo).
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Figura 13: Comportamento nocifensivo evocado pela luz azul nos animais
Nav1.8+ apods a lesdao do SNI. Animais Nav1.8-Cre,Ai32-Flox ou Nav1.8-,Ai32-
Flox estimulados com Led azul, com intensidade de 2, 5, 9, 22, 41, 54 mW/mm?

e frequéncia de 10 Hz. Os dados demonstram que mesmo com o aumento da

intensidade ocorre uma reducdo da resposta comportamental nos animais

Nav1.8+ logo no 5° dia apos a lesdo e uma recuperagéao leve das respostas no

14° dia. Os dados sdo apresentados como médias de cada comportamento

apresentado pelo grupo (n = 6-8 por grupo).
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Figura 14: Comportamento nocifensivo evocado pela luz azul nos animais
Trkb apos a lesdao do SNI. Animais Ntrk2-Cre-ERT2,Ai32-Flox ou Ntrk2-,Ai32-
Flox estimulados com Led azul, com intensidade de 2, 5, 9, 22, 41, 54 mW/mm?
e frequéncia de 10 Hz. Demonstrando que com o aumento da intensidade
durante a neuropatia ocorre um aumento da resposta comportamental nos
animais Trkb+, de forma gradual e dependente da intensidade. Os dados sao
apresentados como médias de cada comportamento apresentado pelo grupo (n

= 6-8 por grupo).
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4.4. Os neurdnios Trkb+, mas nao os Nts+, apresentam envolvimento
na dor neuropatica induzida por quimioterapico

Para elucidar ainda mais se haveria de alguma forma ou ndo do
envolvimento das NP3 e NF1 na neuropatia utilizamos o modelo de dor
neuropatica induzida por quimioterapico. O protocolo de tratamento com
paclitaxel foi feito como demonstrado no Anagrama 3, sendo 4 injegdes
intraperitoneais em dias alternados, e utilizamos como controle do
desenvolvimento da doenga a avaliagdo comportamental por vonfrey.

A avaliagdo comportamental dos animais pelo teste de vonfrey nos mostra
uma redugao no limiar de retirada de pata dos animais logo ap6s o primeiro
tratamento, chegando no pico do desenvolvimento da doenga no 7° dia e se
mantendo até o 21° dia (Figura 15).

Ja na avaliagéo por optogenética dos comportamentos dos animais Nts+,
observamos que ha um aumento dos comportamentos, principalmente nos dias
iniciais (1°, 3° e 5°), contudo observamos que ocorre um aumento do
comportamento de Elevagao/Fluter (Figura 16). Mesmo havendo uma alteragao
comportamental, os resultados demonstram nao haver uma significancia, o que
nos indica entdo que as fibras Nts+ aparentemente ndo apresentam um
envolvimento fundamental no desenvolvimento da dor neuropatica como
também nao apresentam uma significancia na dor nociceptiva. Os animais
Nav1.8 apresentaram novamente uma reducao da resposta comportamental que
se manteve até o 21° dia (Figura 17)

Ja as fibras Trkb+ apresentam um aumento das respostas
comportamentais de forma significativa a parti do 5° dia, que se sustenta até o
21° da doenca (Figura 18). Sendo o pico de respostas entre as intensidades de
9 e 22 mW/mm?, corroborando nossos dados anteriores com a leséo de SNI, que
aparentemente as fibras Trkb+ passam a desenvolver um papel noceptivo em

situagdes de neuropatia.
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Figura 15: Avaliagao comportamental do desenvolvimento da neuropatia
apos tratamento com Paclitaxel. Limiar mecanico de retirada de pata por von
Frey filamentos em nos animais Nav1.8-Cre,Ai32-Flox, Nav1.8-,Ai32-Flox, Nts-
Cre,Ai32-Flox, Nts-,Ai32-Flox, Ntrk2-Cre-ERT2,Ai32-Flox e Ntrk2-,Ai32-Flox
apos a indugao da neuropatia por quimioterapico (Paclitaxel). Podemos ver que
0s animais apresentam reducéo do limiar de retirada de pata a partir do 3° dia,
se mantendo ate 21° dia apds o inicio do tratamento, chegando no pico da
doenca no 7° dia de tratamento quando comparado com o basal (BL). Os dados
sao apresentados como médias + EPM (n = 6-8 por grupo. *P<0,05, **P<0,005,
***P<0,0005 versus grupo BL, Teste t de Student multiplas comparagdes, post-
hoc Holm-Sidak).
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Figura 16: Comportamento nocifensivo evocado pela luz azul nos animais

Nts+ apods inducao da neuropatia por quimioterapico. Animais Nts-Cre,Ai32-

Flox ou Nts-,Ai32-Flox estimulados com Led azul, com intensidade de 2, 5, 9, 22,

41, 54 mW/mm? e frequéncia de 10 Hz. Demonstrando que apos a indugdo da

neuropatia por paclitaxel

ocorre uma pequena

reducdo das respostas

comportamentais dos animais Nts+ , porém ndo sendo significativas mesmo com

0 aumento da intensidade as respostas ndo se alteram em comparagdo com o

basal (BL). Os dados sao apresentados como médias de cada comportamento

apresentado pelo grupo (n = 6 por grupo).
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Figura 17: Comportamento nocifensivo evocado pela luz azul nos animais

Nav1.8+ apés indugao da neuropatia por quimioterapico. Animais Nav1.8-

Cre,Ai32-Flox ou Nav1.8-,Ai32-Flox estimulados com Led azul, com intensidade

de 2, 5, 9, 22, 41, 54 mW/mm? e frequéncia de 10 Hz. Os dados demonstram

que mesmo com o aumento da intensidade ocorre uma reducédo da resposta

comportamental nos animais Nav1.8+ logo no 3° dia apods a o inicio do tratamento

e uma recuperacao leve das respostas no 14° dia ao 21° dia apds o inicio do

tratamento. Os dados sao apresentados como médias de cada comportamento

apresentado pelo grupo (n = 6-8 por grupo).
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Figura 18: Comportamento nocifensivo evocado pela luz azul nos animais

Trkb apoés indugcao da neuropatia por quimioterapico. Animais Ntrk2-Cre-

ERT2,Ai32-Flox ou Ntrk2-,Ai32-Flox estimulados com Led azul, com intensidade

de 2,5, 9, 22, 41, 54 mW/mm? e frequéncia de 10 Hz. Demonstrando que com o

aumento da intensidade durante a neuropatia induzida por quimioterapico

(Paclitaxel) é capaz de levar a um aumento da resposta comportamental nos

animais Trkb+, de forma gradual e dependente da intensidade e do decorrer da

doenca, com maior indice de respostas nos dias 7 a 21 apos inicio do tratamento.

Os dados sao apresentados como médias de cada comportamento apresentado

pelo grupo (n = 6-8 por grupo).
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4.5. Os neurdnios Nts+ ndo apresentam envolvimento com respostas
nocifensivas, mas sim com respostar a coceira

Apo6s compreender que as fibras Trkb+, representando o grupo NF1,
possuiam envolvimento com a dor neuropatica, buscando compreender melhor
entdo qual era a fungcdo das fibras NP3, optamos entdo pela abordagem
quimiogenética para avaliar a resposta das fibras Nts+.

Para tal utilizamos inicialmente os animais Nav1.8-Cre;Dreadd-hM3Dg-
Flox para possibilitar a padronizagao das respostas comportamentais no modelo
de Dreadd excitatorio. O primeiro passo foi determinarmos a dose que seria
usada para avaliar a resposta comportamental dos animais, para tal iniciamos
com 3 doses diferentes de CNO, de 2,5ng, 5ng e 10ng (Figura 19), como
observado na figura 17 optamos pela menor dose, 2,5ng de CNO, ja que a
resposta foi similar a dose de 5ng apos 30 minutos de avaliagdo comportamental.

Apos determinarmos a dose, avaliamos a resposta comportamental dos
animais Nts+ (Nts-Cre;Dreadd-hM3Dg-Flox) apés a injecao de CNO subplantar,
quando comparados com o0s animais controles, Nts- (Dreadd-hM3Dg-Flox),
também tratados com CNO, os animais Nts+ apresentaram um aumento
significativo no tempo de resposta nocifensiva (Figura 20). Contudo, ao
comparamos com a resposta dos animais Nav1.8+ essa resposta ndo era
significante (Figura 21), corroborando ainda mais o fato dos neurbénios NP3
(representados pelos animais Nts+) ndo serem de suma importancia na
nocicepgao.

Sabe-se que as fibras NP3 também sao conhecidas como SST por
apresentarem a expressao de somatostatina (como mostrado na Figura 1) e que
€ um neuropeptideo envolvido com a transdug¢ao da coceira e embasado por
artigos recentes publicados (MISHRA, HOON, 2015; SHARIF et al., 2020;
STEELE et al., 2021), buscamos avaliar o envolvimento das fibras Nts+ no
comportamento de coceira. Primeiro determinamos avaliar os comportamentos
de coceira na pata dos animais Nts+, para isso seguimos os padrdes
comportamentais determinados por Steele e colaboradores (2021), onde ele
descreve o0 animar morder a pata como um comportamento de coceira.

Sendo assim, injetamos 2,5ng de CNO na pata dos camundongos Nts+ e
avaliamos por 30min, pudemos observar que os animais Nts+ apresentam uma

resposta de coceira significativa quando comparada ao grupo controle (Figura
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Time spent in

22). Contudo a avaliagao de coceira na pata ndao € o melhor modelo para estudar
esse tipo de resposta, por tanto utilizamos o modelo de coceira na nuca dos
animais Nts+, ja que é mais indicado para tal avaliagao (SHARIF et al, 2020).
Seguindo ent&o o protocolo publicado por Sharif e colaboradores (2020),
administramos 1ug de CNO subcutaneo na nuca dos animais Nts+ e avaliamos
o comportamento de coceira dos animais, levando em consideragao somente o
uso da pata traseira como cocgar. Nossos dados demonstram que a
administracdo de CNO na nuca dos animais Nts-Cre;Dreadd-hM3Dqg-Flox foi
capaz de levar a resposta de coceira (Figura 23) de forma significativa quando
comparada com o grupo controle (Nts-), permitindo assim inferirmos que as
fibras Nts+ apresentam um envolvimento com a percepg¢ao da coceira e ndo com

a nocicepgado como imaginavamos anteriormente.
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Figura 19: Administragao de CNO na pata dos camundongos Nav1.8+ gera
resposta nocifensiva. Camundongos Nav1.8-cre; Dreadd-hM3Dqg-Flox foram
tratados com CNO, em diferentes doses, na pata e avaliado a resposta
comportamental. As doses de 2,5ng e 5ng foram capazes de desencadear

resposta comportamental em animais Nav1.8-cre; Dreadd-hM3Dg-Flox. Os

66

+



dados sao apresentados como médias + EPM (n = 6-7 por grupo. *****P<0,0005

versus grupo Nav1.8-Cre,Dreadd -. ANOVA two-way seguida de teste de

Bonferroni.
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Figura 20: Administracado de CNO na pata dos camundongos Nts+ gera
resposta nocifensiva. Camundongos Nts-Cre; Dreadd-hM3Dg-Flox foram
tratados com CNO, na dose de 2,5ng, na pata e avaliado a resposta
comportamental. A administracdo de CNO foi capaz de desencadear resposta
comportamental em animais Nts-Cre; Dreadd-hM3Dg-Flox. Os dados sao
apresentados como médias + EPM (n = 12 por grupo. *****P<0,0005 versus

grupo Nts-Cre,Dreadd -. Teste t ndo paramétrico.
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Figura 21: Administragao de CNO na pata dos camundongos Nts+ quando
comparada com os animais Nav1.8+ nao gera resposta nocifensiva.
Camundongos Nts-Cre; Dreadd-hM3Dqg-Flox e Nav1.8-Cre; Dreadd-hM3Dg-Flox
foram tratados com CNO, na dose de 2,5ng, na pata e avaliado a resposta
comportamental. A administracdo de CNO foi capaz de desencadear resposta
comportamental em animais Nav1.8+ e de forma mais branda nos animais Nts+,
contudo o tipo de resposta comportamental apresentada foi diferente entre os
grupos. Os dados sao apresentados como médias + EPM (n = 7-8 por grupo.

*P<0,05 versus grupo Nts-Cre,Dreadd +. Teste t ndo paramétrico.
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Figura 22: Administracado de CNO na pata dos camundongos Nts+ gera
respostas de prurido. Camundongos Nts-Cre; Dreadd-hM3Dqg-Flox e Nts-Cre;
Dreadd- foram tratados com CNO, na dose de 2,5ng, na pata e avaliado a
resposta comportamental. A administracdo de CNO foi capaz de desencadear
resposta comportamental relacionadas a coceira em animais Nts quando
comparado ao grupo Nts-Cre,Dreadd -. Os dados sdo apresentados como
médias = EPM (n = 6 por grupo. *P<0,05 versus grupo Nts-Cre,Dreadd -. Teste

t ndo paramétrico.
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Figura 22: Administragdao de CNO na nuca dos camundongos Nts+ gera
respostas de prurido. Camundongos Nts-Cre; Dreadd-hM3Dqg-Flox e Nts-Cre;
Dreadd- foram tratados com CNO, na concentragdo de 10ng/pL, na nuca e
avaliado a resposta comportamental de coceira com a pata traseira. A
administracdo de CNO foi capaz de desencadear resposta comportamental
relacionadas a coceira em animais Nts quando comparado ao grupo Nts-
Cre,Dreadd -. Os dados séo apresentados como médias + EPM (n = 5-6 por

grupo. ***P<0,0005 versus grupo Nts-Cre,Dreadd -. Teste t ndo paramétrico.
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4.6. Bloqueio dos neurdnios Nts+ leva a redugao da coceira induzida
por histamina

Trabalho publicado na Nature Neuroscience (HUANG et al, 2018)
demonstrou que a deple¢cdo de somatostatina nos neurénios do GRD inibe a
coceira induzida por histamina. Sabendo disso fomos avaliar se ha relacédo da
histamina com nosso subgrupo, o NP3 (conhecido também com SST) na via da
coceira. Utilizando o animal Nts-cre;Dreadd-hM4Di-Flox, que expressa no Nts,
marcador especifico dessa populacéo, o receptor Dreadd inibitério.

Apos a administracdo somente do CNO, nao foi observado nenhum
comportamento nos animais Nts+, contudo quando administramos somente
histamina em um dos grupos observamos um aumento do comportamento de
coceira de forma significante (Figura 24). Contudo ao administrarmos
inicialmente o CNO nos animais antes da histamina, pudemos observar uma
reducao significativa no comportamento de coceira dos animais Nts+ (Figura 24).

Considerando todos os nossos achados e o resultado obtido nesse
experimento, podemos inferir que as fibras do subgrupo NP3, que tem como
marcador especifico a neurotensina, possuem papel fundamental no

reconhecimento e sinalizag&o do prurido.
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Figura 22: O bloqueio de Nts por administracdo de CNO na nuca dos
camundongos inibe a resposta de prurido induzida por histamina.
Camundongos Nts-Cre; Dreadd-hM3Dg-Flox e Nts-Cre; Dreadd- foram
separados em 4 grupos e tratados ou ndo com CNO e histamina (como no
esquema), foi administrado CNO na concentragdo de 10ng/pL, na nuca e em
seguida histamina, 100 pg, também na nuca e avaliado a resposta
comportamental de coceira com a pata traseira. A administracdo de CNO foi
capaz de bloquear resposta comportamental relacionadas a coceira gerada pela
histamina em animais Nts quando comparado ao grupo Nts-Cre,Dreadd + que
nao foram tratados com histamina. Os dados s&o apresentados como médias +
EPM (n = 5-6 por grupo. ***P<0,005, ****P<0,0005 versus grupo Nts-Cre,Dreadd
— e ####P<0,0005. ANOVA two-way seguida de teste de Bonferroni.
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5. DISCUSSAO
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Iniciamos caracterizando as fibras Trkb e Nts, os nossos dados
corroboram os achados de Usokin e colaboradores (2015), contudo
demonstramos a populacdo NP3 expressa de forma exclusiva Nts, e também
que a expressao de SST é elevada como também foi demonstrado por LaCroix-
Fralish e colaboradores (Figura 1). Além disso, nossos dados demonstram que
a populacdo NP3 nao apresenta caracteristicas comuns com a populagdo NP
(Figura 2), anteriormente classificadas juntas fibras C nado peptidérgicas,
corroborando a necessidade de uma nova reorganizagdo das subpopulag¢des
neuronais (LACROIX-FRALISH et al., 2011; USOSKIN et al, 2015). Nosso grupo
ja havia demonstrado com Werlang (2022) a expressao de Nav1.8 nas fibras Nts
positivas no GRD, nossos dados demonstraram que a populagao Nts positiva é
menor na regido do ganglio quando comparado com populagdo como a NP que
possuem uma maior expressao de Nav1.8 (Scn10a) (Figura 1 e Figura 4), além
disso nossos dados corroboram os de Werlang (2022) e Stantcheva e
colaboradores (2016) que também mostraram que os neurbnios NP3
apresentavam terminagdes livres na periferia (pata) (em vermelho, Figura 5),
indicando que sao receptores sensoriais e que apresentam envolvimento com o
reconhecimento de estimulos mecanicos e térmicos dolorosos, tal caracteristica
condiz com a classificagdo antiga de fibras C.

Reanalisando as imagens anteriores dos nossos grupos e novas imagens
observamos que também ha células no ganglio que expressam Nts, porém n&o
sao células neuronais (Figura 4), contudo ao analisarmos nossos resultados de
citometria de fluxo ndo conseguimos determinar a populagdo celular, nossos
dados indicam que nao sao células CD45+ (Figura 6 e Figura 7), podendo ser
uma célula de suporte neuronal, contudo mais estudos se fazem necessario.

Ja a populacdo NF1, nossos dados corroboram a literatura onde vemos
uma alta expressdo de Trkb, contudo a expressdo de Trkb ocorre nas
populagdes NF2, assim como demonstrado por Usoskin e colaboradores (2014),
além disso em nossa reanalise encontramos que em situagdes de neuropatia
ocorre alteragdes na expressao de Trkb entre as populagdes NF1 e NF2 (Figura
1 e Figura 3). Ademais, dados de Shields e colaboradores (2012) demonstram
que as fibras anteriormente classificadas com fibras AB, mecanorreceptores de
baixo limiar de ativagdo, podem apresentam expressdo de Nav1.8, contudo
nossos dados demonstram que a subpopulacdo NF1 ndo possuem uma
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expressao significativa, essa diferenga podem se dar pois vemos expressdo em
NF3 de Nav1.8, o que indica que a populagao de fibra AB descritas por Shields
e colaboradores (2012) seja a NF3, assim como demonstrado em nossos
resultados (Figura 1). Assim sendo, demonstramos que como ja proposto
anteriormente (LACROIX-FRALISH et al., 2011; USOSKIN et al, 2015) uma nova
classificagado neuronal se faz necessaria, e a nova proposta aparenta ser mais
completa e separa melhor os subgrupos neuronais, contudo como
demonstramos os marcadores apresentam alteracdes e expressdes em outros
grupos celulares. Além disso nossos dados demonstram uma alteracdo na
subpopulagao NF1 e do marcador Trkb durante a neuropatia (figura 3), assim
como demonstrado anteriormente por Rutlin e colaboradores (2014) fazendo
com que mais investigagdes dessa subpopulagdo em condi¢gbes neuropaticas
seja feita.

Apos compreendermos melhor os subgrupos neuronais, buscamos
compreender o envolvimento deles na sinalizagdo da dor nociceptiva. Utilizamos
os animais modificados geneticamente para que expressem o canal de
rodopsina nos neurdnios de interesse. Iniciamos avaliando as respostas dos
animais Nav1.8, pois como ja descrito por Daou e colaboradores (2013) e por
Chamessian e colaboradores (2019) tal subgrupo neuronal tem forte
envolvimento com a sinalizagdo da dor, e nossos resultados comportamentais
corroboram os Chamessian e colaboradores (2019) que também demonstraram
um aumento da resposta comportamental com o aumento da frequéncia e da
intensidade do estimulo na pata (Figura 10). Ja os animais Trkb quando
estimulados com o LED azul na pata nas frequéncias de 2, 5 e 10Hz e com a
variagao de intensidade ndo apresentaram respostas comportamentais (Figura
9), 0 que se era esperado, pois como classificadas como mecanorreceptores
essas fibras em condi¢cdes naive nao apresentam participacédo na sinalizacéo da
dor (LATREMOLIERE, WOOLF, 2009; CHAMESSIAN ET AL, 2019).

As fibras Nts+ apresentaram um aumento gradual das respostas
comportamentais porem, ndo vimos uma relagéo de associagao com o aumento
dos comportamentos com a aumento da frequéncia e da intensidade (Figura 8).
Beaudry e colaboradores (2017) demonstraram que apés a ativagao das fibras
do tipo C nao peptidérgicas, por optogenética, os animais apresentavam
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comportamento de retirada da pata e guarda de mais branda e independente da
frequéncia, assim como observados nos nossos dados.

Buscamos entdo compreender em condigbes neuropaticas, ja que
trabalhos demonstram que as fibras Cnp e as Trkb+ podem ter envolvimento na
sinalizagcdo em condigbes de doenga (LATREMOLIERE, WOOLF, 2009;
CHAMESSIAN et al, 2019). Iniciamos utilizando o modelo de lesdo do nervo
ciatico (SNI) (Figura 11) e nossos dados nos mostraram que apds a lesao ocorre,
na fase inicial do 3° ao 7° dia, uma redugéo da resposta das fibras Nts+ (Figura
12) e Nav1.8+ (Figura 13), porém ao 14° dia a resposta de Nav1.8 e Nts voltam
a subir como observadas nas condigdes fisiologicas, acredita-se que tal redugéo
ocorra devido a morte celular apos a lesdo (Figuras 12 e 13). Ja quando
analisamos os animais Trkb submetidos ao modelo de SNI (Figura 14)
observamos alteracdo na resposta quando comparado com o controle, os
animais Trkb SNI apresentaram mais respostas comportamentais a partir do 7°
dia apos a lesao (Figura 14), confirmando os dados de Dhandapani e
colaboradores (2018), onde demonstraram que a estimulagdo com LED azul das
patas de animais TrkB-ChR2+ apds o SNI levou a alteragdes comportamentais,
como retirada da pata, guarda e lambedura, demonstrando que diferente das
condicdes naive as fibras NF1 passam a ter papel na nocicepg¢ao pds SNI.

Em seguida investigamos se as respostas observadas se manteriam em
outro modelo de neuropatia, sendo assim induzimos neuropatia por
quimioterapico (Figura 15) e avaliamos as respostas das fibras Nav 1.8+, Nts e
Trkb durante o modelo.

Os animais Nav1.8+ apresentaram uma reducdo na resposta
comportamental por optogenética que se manteve até o 21° dia apos o
tratamento com paclitaxel (Figura 17), isso ocorre devido ao fato do paclitaxel
causar reducéo das fibras Nav1.8 na pata dos camundongos (WANDERLEY;
MAGANIN et al, 2022). J&a os animais Nts apresentam um aumento das
respostas comportamentais durante o aumento da frequéncia e da intensidade
(Figura 16), ocorrendo nos dias iniciais da lesdo, contudo esse aumento nao
apresenta alterac&o significativa, e no 7° dia ja observamos a reducé&o na
resposta comportamental dos animais Nts (Figura 16), o que se é esperado
devido ao fato das fibras Nts apresentarem um comportamento mais brando

além do fato dessa populagado apresentar expressao de Nav1.8 que sao fibras
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que podem estar sendo acometidas, levando a reducédo, durante o tratamento
(WANDERLEY; MAGANIN et al, 2022).

Em contra partida os animais Trkb+ (Figura 18) tratados com paclitaxel
novamente apresentaram um aumento da resposta comportamental significativa
a partir do 5° dia de tratamento e se manteve até o 21° dia, corroborando
novamente os dados da literatura que veem demonstrando o envolvimento das
fibras Trkb positivas durante os modelos de neuropatia, passando de um papel
de mecanorreceptores para nociceptores (RUTLIN et al, 2014; DHANDAPANI et
al, 2018). Levando em consideracdo nossos achados e a literatura,
demonstramos que as fibras Trkb mudam de papel durante o desenvolvimento
da neuropatia, passando a sinalizar estimulos nocivos, enquanto que as fibras
Nts ndo apresentam papel na sinalizagcéo da dor.

Buscando compreender a funcdo das fibras Nts, buscamos outras
metodologias, seguindo a literatura encontramos que uma mesma populagao por
optogenética ou quimiogenética pode levar a respostas comportamentais
diferentes (SHARIF et al, 2020). Sendo assim, utilizamos os animais Dreadd
excitatérios para estudarmos a sinalizagdo das fibras Nts. Iniciamos a
padronizagao utilizando os animais Nav1.8, definindo a dose de 2,5ng de CNO
na pata como a ideal para levar ao desencadeamento de respostas nocifensivas
(Figura 19), j@ que nado ha na literatura trabalhos que tenham usado a
administracdo de CNO de forma local. Quando comparamos as respostas dos
animais Nts com os Nav1.8, percebemos que os animais Nts apresentavam um
aumento da resposta comportamental (Figura 20), porém a mesma era menor e
diferente das apresentadas pelos animais Nav1.8 (Figura 21), os animais Nts
apresentavam um comportamento de morder a pata apds a administragao de
CNO, o que diferia dos Nav1.8 que apresentavam comportamentos de agitar e
lamber, quando buscamos na literatura mais informagdes para compreendermos
a resposta encontrada, nos deparamos com o trabalho de Steele e
colaboradores (2021) onde eles descrevem a mordida como comportamento de
coceira. Sabendo que os animais Nts apresentam comportamento de coceira
ap6s administracdo de CNO, e o fato das fibras NP3 apresentarem também
expressédo de SST que é descrito na literatura ter envolvimento direto nas vias
da coceira (HUANG et al, 2018), fomos avaliar a resposta de coceira dos animais

Nts, e observamos que apés a administragao de CNO na pata os animais tiveram
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um aumento significativo no comportamento de coceira (Figura 22), apos
demonstrarmos na pata, buscamos um melhor modelo para o estudo da coceira,
nos baseamos no trabalho de Sharif e colaboradores (2020) avaliamos a
resposta a coceira na nuca dos animais, nossos dados corroboram a literatura
demonstrando que a administracdo do CNO na nuca leva ao aumento do
comportamento de coceira dos animais demonstrando envolvimento da
populagédo NP3 na via de sinalizagédo da coceira (Figura 23).

Com o objetivo de comprovar o envolvimento das fibras NP3 na coceira,
utilizamos os animais Dreadd inibitorios para bloquear a via de sinalizagao dos
neurdnios, nossos resultados demonstraram que o tratamento com CNO antes
da administragdo de histamina na nuca dos camundongos Ntis+ foi capaz de
reduzir a coceira de forma significativa quando comparado com o grupo controle
(Figura 24), corroborando os dados da literatura que demonstram que o bloqueio
e deplecdo de somatostatina nos camundongos reduz a coceira induzida por
histamina (HUANG et al., 2018).
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6. CONCLUSAO
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Esse estudo caracterizou os subgrupos neuronais NF1 e NP3 descritos
na nova classificagdo, demonstrando e validando o envolvimento deles na
sinalizagao da dor. Demonstrando que a subpopulacdo NF1, marcada por Trkb,
apresenta alteracdo funcional durante a dor neuropatica, passando a se
comportar como nociceptor e que as fibras NP3 ndo apresentam papel na

nocicepc¢ao, porem sao fundamentais na sinalizagcdo do prurido.
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FMRP-USP

Comissdo de Etica no Uso de Animais

R

AUTORIZACAO

R

CEUAGy

R

A CEUA-FMRP autoriza a execugdo do projeto intitulado: “Caracterizacdo do

papel das fibras sensitivas A (TRKb+) e fibras C (Galanina+ / Neurotensina+) na dor nociceptiva e

patologica”, registrado com o numero do protocolo 173/2019, sob a responsabilidade do Prof. Dr.

Thiago Mattar Cunha, envolvendo a produgdo, manutencdo ou utilizagdo de animais pertencentes ao

filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos) para fins de pesquisa cientifica (ou ensino),

encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n® 11.794 de 8 de outubro de 2008, do Decreto n° 6.899

de 15 de julho de 2009 e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de

Experimenta¢io Animal (CONCEA). O Protocolo foi APROVADO pela Comissdo de Etica no Uso

de Animais da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de Sdo Paulo, em reunido de

27 de julho de 2020.

Colaborador: Alexandre Gomes de Macedo Maganin

Lembramos da obrigatoriedade do Relatério Final, em modelo da CEUA,
para emissao do Certificado, como disposto nas Resolucdoes Normativas do CONCEA.

Finalidade

() Ensino (X) Pesquisa Cientifica

Vigéncia da autorizagdo

27/07/2020 a 20/11/2026

T N° de .
Espécie/Linhagem Animais Peso/Idade Sexo Origem
Camundongo / Ntrk2-Cre- 12 200/ 42 di Mach Biotério do Departamento de Cirurgia
ERT2;TdTomato-Flox & 1as acho Experimental
Camundongo / Nts- . Biotério do Departamento de Cirurgia
Cre;TdTomato-Flox 12 20g /42 dias Macho Experimental
Camundongo / Gal- . Biotério do Departamento de Cirurgia
Cre;TdTomato-Flox 12 20g/42 dias Macho Experimental
Camundongo / Nav1.8- . Biotério do Departamento de Cirurgia
Cre;TdTomato-Flox 12 20g /42 dias Macho Experimental
Camundongo / Ntrk2-Cre- . Biotério do Departamento de Cirurgia
12
ERT2;Brainbow-Flox 20g /42 dias Macho Experimental
Camundongo / Nts- . Biotério do Departamento de Cirurgia
Cre;Brainbow-Flox 12 20g/42 dias Macho Experimental
Camundongo / Gal- . Biotério do Departamento de Cirurgia
Cre;Brainbow-Flox 12 20g/42 dias Macho Experimental
Camundoggo / Navl.8- 12 20g /42 dias Macho Biotério do Depart.amento de Cirurgia
cre;Brainbow-Flox Experimental
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Camundongo / Ntrk2-Cre- 168 200 /42 di Mach Biotério do Departamento de Cirurgia
ERT2;AdvillinDTA-Flox g/ acdias acho Experimental
Camundongo / Nts- . Biotério do Departamento de Cirurgia
Cre;AdvillinDTA-Flox 168 20g/42 dias Macho Experimental
Camundongo / Gal- . Biotério do Departamento de Cirurgia
Cre;AdvillinDTA-Flox 168 20g/42 dias Macho Experimental
Camundongo / Nav1.8- . Biotério do Departamento de Cirurgia
Cre;AdvillinDTA-Flox 168 20g/42 dias Macho Experimental
Camundongo / Ntrk2-Cre- . Biotério do Departamento de Cirurgia
2
ERT2;Dreadd-hM3Dg-Flox 7 20g/42 dias Macho Experimental
Camundongo / Nts- . Biotério do Departamento de Cirurgia
2
Cre;Dreadd-hM3Dg-Flox 7 20g/42 dias Macho Experimental
Camundongo / Gal- . Biotério do Departamento de Cirurgia
Cre;Dreadd-hM3Dq-Flox 72 20g/42 dias Macho Experimental
Camundongo / Nav1.8- . Biotério do Departamento de Cirurgia
72
Cre;Dreadd-hM3Dqg-Flox 20g/42 dias Macho Experimental
Camundongo / Ntrk2-Cre- . Biotério do Departamento de Cirurgia
ERT2;Ai-32-Flox 24 20g/42 dias Macho Experimental
Camundongo / Nts-Cre;Ai- 24 20g /42 dias Macho Biotério do Depan‘amento de Cirurgia
32-Flox Experimental
Camundongo / Gal-Cre;Ai- 24 20g/ 42 dias Macho Biotério do Depart'amento de Cirurgia
32-Flox Experimental
Camundongo / Nav1.8- . Biotério do Departamento de Cirurgia
24
Cre;Ai-32-Flox 20g/42 dias Macho Experimental
Camundongo / Ntrk2-Cre- 12 200/ 42 di Fé Biotério do Departamento de Cirurgia
ERT2;TdTomato-Flox & 1as emea Experimental
Camundongo / Nts- 12 20e /42 di Fe Biotério do Departamento de Cirurgia
Cre;TdTomato-Flox & 1as emea Experimental
Camundongo / Gal- . R Biotério do Departamento de Cirurgia
Cre;TdTomato-Flox 12 20g /42 dias Femea Experimental
Camundongo / Nav1.8- 12 200 /42 di Fe Biotério do Departamento de Cirurgia
Cre;TdTomato-Flox & 1as emea Experimental
Camundongo / Ntrk2-Cre- 12 202/ 42 di Fé Biotério do Departamento de Cirurgia
ERT2;Brainbow-Flox J 1as emea Experimental
Camun(?ongo / Nts- 12 20g / 42 dias Fémea Biotério do Depart'amento de Cirurgia
cre;Brainbow-Flox Experimental
Camund.ongo / Gal- 12 20g /42 dias Fémea Biotério do Depart'amento de Cirurgia
Cre;Brainbow-Flox Experimental
Camundongo / Nav1.8- . . Biotério do Departamento de Cirurgia
. 12 20g / 42 dias Fémea .
Cre;Brainbow-Flox Experimental
Camundongo / Ntrk2-Cre- . . Biotério do Departamento de Cirurgia
ERT2;AdvillinDTA-Flox 168 20g /42 dias Fémea Experimental
Camundongo / Nts- . . Biotério do Departamento de Cirurgia
Cre;AdvillinDTA-Flox 168 20 /42 dias Femea Experimental
Camundongo / Gal- . N Biotério do Departamento de Cirurgia
Cre;AdvillinDTA-Flox 168 20g/42 dias Feémea Experimental
Camundongo / Nav1.8- . Biotério do Departamento de Cirurgia
1 R
Cre;AdvillinDTA-Flox 68 20g /42 dias Fémea Experimental
Camundongo / Ntrk2-Cre- Biotério do Departamento de Cirurgia
ERT2;Dreadd-hM3Dq-Flox 72 20g / 42 dias Fémea Experimental
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Camundongo / Nts- 7 200/ 42 di Fe Biotério do Departamento de Cirurgia
Cre;Dreadd-hM3Dg-Flox & 1as emea Experimental
Camundongo / Gal- 7 200/ 42 di Fé Biotério do Departamento de Cirurgia
Cre;Dreadd-hM3Dg-Flox S 1as cmea Experimental
Camundongo / Nav1.8- 7 200 /42 di Fe Biotério do Departamento de Cirurgia
Cre;Dreadd-hM3Dg-Flox S 1as emea Experimental
Camundongo / Ntrk2-Cre- . R Biotério do Departamento de Cirurgia
ERT2;Ai-32-Flox H 20g /42 dias Femea Experimental
Camundongo / Nts-Cre;Ai- 4 20g /42 dias Femea Biotério do Depart.amento de Cirurgia
32-Flox Experimental
Camundongo / Gal-Cre;Ai- 24 20g /42 dias Fémea Biotério do Depart.amento de Cirurgia
32-Flox Experimental
Camundongo / Nav1.8- 24 200/ 42 di Fe Biotério do Departamento de Cirurgia
Cre;Ai-32-Flox g 1as emea Experimental
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