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Resumo

A ativacao de células gliais na medula espinhal resulta em liberacao de medi-
adores pré-inflamatérios que alteram a excitabilidade neuronal e contribuem para a
amplificagao da dor. No entanto, pouco se conhece sobre o papel da glia na infla-
magao periférica em doengas cronicas como a artrite. Assim, o objetivo deste estudo
foi avaliar o efeito da inibigao da atividade glial na inflamagao articular induzida
por carragenina/LPS em ratos, bem como o papel da fractalcina e do TNF-a na
interacao entre neurdnios e glia. Utilizou-se o modelo de artrite induzido por LPS
(30 ng) intra-articular 72 horas apds sensibilizagio prévia da articulagdo com carra-
genina (300 pg). Fluorocitrato, minociclina, anti-fractalcina, fractalcina, anti-TNF-q,
TNF-« e talidomida foram injetados pela via intratecal 20 minutos antes do LPS. A
nocicepgao foi avaliada através da medida da incapacitagao articular e o edema pelo
aumento do diametro articular. Apds 6 horas, o fluido sinovial (FS) e a medula espin-
hal (L4-L5) foram coletados para contagem de leucécitos e determinagao da imunore-
atividade do GFAP e OX-42, respectivamente. Doses baixas de fluorocitrato (0,3
nmol) e minociclina (6 e 24 nmol), inibiram o aumento do didmetro articular in-
duzido por carragenina/LPS. O aumento da dose destes farmacos exacerbou o efeito
anti-edematogénico e inibiu a incapacitagao e o acimulo de leucécitos no FS. Aminog-
lutetimida (50 mg/kg) ndo alterou os efeitos hiponociceptivo e anti-edematogénico do
fluorocitrato e da minociclina. A inibi¢ao do reflexo da raiz dorsal pela furosemida
(3, 10 e 30 pg) nao foi aditiva ao efeito causado pelos inibidores gliais. Fluoroci-
trato e minociclina reduziram a imunoreatividade para GFAP e OX-42 na medula
espinhal. Fractalcina (0,3 e 30 ng) e TNF-a (1, 10 e 100 pg) intratecal aumentaram
o diametro articular, a incapacitacio e o acimulo de leucécitos no FS. Os anticor-
pos anti-fractalcina (1 pg), anti-TNF-a (0,1; 0,5 e 1 pg) e a talidomida (10 e 100
ug) promoveram efeito contrario. Os efeitos pré-edematogénico e hipernociceptivo da
fractalcina foram revertidos pelo fluorocitrato e pelo anti-TNF-a. A fractalcina au-
mentou a imunoreativadade para GFAP e OX-42 enquanto que a anti-fractalcina, o
anti-TNF-a e a talidomida reduziram. Estes achados demonstram que além do seu
papel na dor, a glia também contribui para a inflamagao periférica induzida por carra-
genina/LPS, num processo que envolve a liberagao de fractalcina e TNF-« na medula
espinhal. A inibi¢ao do reflexo da raiz dorsal é sugerido como o mecanismo pelo qual
os inibidores da ativacao glial afetam o edema articular. Farmacos imunomoduladores
administrados diretamente na medula podem ser uteis na terapia de doengas artriticas
em pacientes que nao respondem adequadamente ao tratamento convencional.
Palavras-chave: artrite, reflexo da raiz dorsal, medula espinhal, TNF-«, fractalcina,
inflamacgao neurogénica.



vi



Abstract

The activation of glia in the spinal cord results in the release of proinflammatory
mediators that alter neuronal excitability and contribute to the amplification of pain.
However, little is known about the role of glial cell actions on the peripheral inflam-
mation in diseases such as arthritis. The aim of this study was to evaluate the effect
of spinal cord glia inhibition on the joint inflammation induced by carrageenin/LPS in
rats, as well as the role of fractalkine and TNF-« as possible mediators between neurons
and glia. LPS (30 ng) was injected into knee-joint previously primed with carageenan
(300 pg). Intrathecal fluorocitrate, minocycline, anti-fractalkine, fractalkine, anti-
TNF-a, TNF-a and thalidomide were given 20 min before LPS. Articular incapacita-
tion was evaluated hourly with automated recordings of the knee-joint function during
animal walking, while edema was evaluated with measurements of increase in artic-
ular diameter. After 6 h, synovial fluid and the lumbar spinal cord were collected
for subsequent evaluations of leukocyte infiltration and immunoreactivity for GFAP
and OX-42, respectively. The lower doses of intrathecal fluorocitrate (0.3 nmol) and
minocycline (6 and 24 nmol) significantly reduced articular edema. Increases in dose of
fluorocitrate and minocycline produced greater inhibition of articular edema and inca-
pacitation. Fluorocitrate 3 nmol also inhibited synovial leukocyte counts. The higher
intrathecal doses of both drugs did not affect incapacitation or edema when given by
intraperitoneal route. Corticosteroid synthesis inhibition by aminogluthetimide did
not change the hyponociceptive and anti-oedematogenic effects of both glial inhibi-
tiors. The inhibitory effect of the dorsal root potential inhibitor, furosemide, was
not additive to that caused by the glial inhibitiors. Fractalkine and TNF-« increased
articular edema, incapacitation and synovial leukocyte counts while anti-fractalkine,
anti-TNF-« and thalidomide were inhibitory. The pro-edematogenic and hipernocicep-
tive effects of fractalkine were reversed by fluorocitrate and anti-TNF-«. Fractalkine
increased GFAP and OX-42 immunoreactivity while fluorocitrate, minocycline, anti-
TNF-a, anti-fractalkine and thalidomide induces opposite effects. These results sug-
gest that besides their role in long-lasting nociceptive states, spinal glia may also be
contributing to the development of peripheral inflammation, a process that involves
release of fractalkine and TNF-« in the spinal cord. A possible modulation on dorsal
root reflexes is discussed as an explanation for the effects of glial cells on peripheral
inflammation. Administration of immunomodulatory drugs into the spinal cord may
be useful in the treatment of chronic inflammatory arthritis, when the patient presents
intolerable side-effects to the conventional systemic therapies.

Keywords: arthritis, dorsal root reflex, spinal cord, TNF-«, fractalkine, neurogenic
inflammation.
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1 Introducao

1.1 O tratamento da artrite

A artrite é uma doenga inflamatéria cronica que acometem principalmente as ar-
ticulagoes causando dor, inchago, rigidez mais intensa apds o despertar e, em estagios
mais avangados da doenga, deformidades e perda da mobilidade articular. Com a
progressao da doenca, os individuos portadores de artrite desenvolvem incapacidade
para a realizagdo de suas atividades, tanto da vida didria como profissional, além da
reducdo da expectativa de vida [47, 154]. A forma mais prevalente é a osteoartrite,
que chega a acometer 30 % da populagao adulta, seguida da artrite reumatéide, tam-
bém conhecida como artrite deformante e que apresenta incidéncia de cerca de 1 %
na popula¢io mundial [201, 179]. Formas mais raras como as espondiloartropatias,
dentre elas a artrite reativa, acometem em torno de 0,5 % da populagao [59].

Nas ultimas décadas, reumatologistas e pacientes tém testemunhado a evolugao
na compreensao clinica das diferentes manifestagdes da artrite, o que tem possibilitado
o desenvolvimento de novos medicamentos e estratégias terapéuticas mais eficazes e
que apresentam menor incidéncia de efeitos colaterais. O tratamento da artrite visa
conscientizar o paciente sobre a doenca, aliviar a dor, melhorar a funcao, diminuir
a deficiéncia e previnir ou retardar a progressao e as consequéncias destrutivas da
doenga [81, 86]. Os tratamentos atuais buscam aliviar os sintomas da artrite por
diferentes métodos: (1) tratamento ndo farmacoldgico (p. ex., educacio, exercicios e
mudanca do estilo de vida); (2) tratamento farmacoldgico (p. ex., analgésicos, anti-
inflamatérios nao esteroidais, farmacos modificadores da doenga e corticosteréides) e
(3) tratamento invasivo (p. ex., inje¢des intra-articulares e artroplastia) [63, 81, 86].
Segundo recomendacao da Furopean League Against Rheumatism (EULAR), a estraté-
gia terapéutica ideal envolve a combinac¢ao do tratamento nao farmacologico com o
farmacolégico, iniciados apds avaliagao dos fatores de risco para as articulagoes como
obesidade, fatores mecéanicos adversos e atividade fisica, fatores de risco gerais como
idade e comorbidade, nifvel de dor e deficiéncia/incapacitagao, sinais de inflamagao,
localizagao e grau de destruigao estrutural das articulagoes [81, 86].

Os anti-inflamatérios nao esteroidais (AINEs) estdo entre os farmacos mais uti-
lizados para o tratamento da artrite por serem eficazes em aliviar a dor, além de
reduzirem a inflamacéo [91]. Porém, o uso continuo destes farmacos causa sérios
danos géstricos (tlceras), o que leva ao abandono do tratamento. Uma alternativa sao
os anti-inflamatoérios cujo mecanismo é a inibigao seletiva da enzima ciclooxigenase-2
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(COX-2; p. ex., rofecoxib, celecoxib e etoricoxib), os quais apresentam menor incidén-
cia de danos gastrointestinais [95, 110, 21]. Porém, estes medicamentos aumentam
o risco de complicagoes cardiovasculares podendo levar, por exemplo, ao infarto do
miocérdio, especialmente em pacientes que ja apresentam algum compromentimento
cardiovascular [52, 144]. Outra limitagdo dos AINEs é que estes fdrmacos nao impe-
dem a destruigao das articulagoes pela inflamacao cronica e a progressao da artrite, o
que os torna um tratamento ineficaz a longo prazo [136].

Os farmacos modificadores de doenca (DMARD) constituem uma alternativa aos
AINEs pois sao capazes de reduzir a degeneragao das articulagoes, preservando a
fungao e retardando a progressao da doenga. Em pacientes com artrite reumatoide,
encoraja-se 0 uso precoce deste tipo de farmaco a fim retardar ao maximo a pro-
gressao da doenga [129]. Dentre os farmacos modificadores da doenga mais eficazes
encontram-se o metotrexato, a sulfasalaziana e o leflunomide que, quando associados
oferecem significativos beneficios clinicos aos pacientes [89]. Os efeitos adversos mais
comuns destes farmacos incluem ulceracio oral e efeitos colaterais gastrointestinais,
podendo haver, com menor frequéncia, anormalidades hematolégicas e hepatotoxici-
dade [3]. Outra limitagao para a terapia com esta classe de farmacos é que dependendo
da doenga o tratamento alivia apenas a manisfestacao sintomatol6gica nescessitando
a adogao de uma terapia combinada [55].

A terapia mais recentes e promissora para o tratamento de doencas artriticas inclui
o uso de farmacos como o etanercept, infliximab e anakinra. Estes farmacos, que blo-
queiam seletivamente as citocinas TNF-a e IL-1beta, mediadores pré-inflamatoérios im-
portantes nas doengas artriticas, sdo promissores pois promovem a remissao da doenga
associada com a prevencao dos danos articulares, especialmente quando o tratamento
inicia no inicio do desenvolvimento da doenca, antes que haja algum dano articular
[177]. Estes farmacos causam grande impacto na melhoria do progndstico da artrite a
longo prazo [101], porém apresentam a desvantagem de aumentar o risco de infecgoes
quando comparado com os farmacos modificadores de doenca tradicionais [140]. Além
disso, apresentam um custo de aquisi¢do que é normalmente muito superior aos dos
AINEs e, por serem farmacos relativamente novos, ainda se desconhece os riscos do
tratamento a longo prazo.

De maneira geral, observa-se que ainda nao existe o perfeito entendimento de uma
estratégia terapéutica segura e eficaz para o tratamento da artrite. Estudos recentes
tém demonstrado que muitas doengas, cujas manifestagoes sintomatoldgias estao lo-
calizadas na periferia, também sofrem influéncia de eventos que ocorrem no sistema
nervoso central. Um exemplo disso é o controle que o sistema nervoso central pode
exercer sobre a dor em tecidos periféricos [164]. Além disso, o sistema nervoso central
pode interagir com o sistema imune e influenciar o inicio e a progressao da doenca, bem
como determinar a ineficiéncia e/ou resisténcia a certas terapias [34]. Desta forma,
entender como o sistema nervoso central interage com o sistema imune pode alavancar
a descoberta de novos alvos terapéuticos, bem como a produgao de novos medicamen-
tos mais eficazes para o tratamento de doengas cronicas como a artrite.
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1.2 Interacao entre neuronios e células gliais no
sistema nervoso central

As células gliais, especificamente os astricitos e a microglia, foram reconhecidas
por longo tempo como constituintes envolvidos em prover o ambiente ideal para o
funcionamento neuronal, tendo como fungoes principais o suporte e a nutrigdo destas
células. No entanto, estudos publicados na ultima década tém indicado que a glia pode
interagir com os neurdonios, modulando a sua atividade tanto sob condigoes fisiologicas
quanto patolgicas [7]. A ativagao glial é uma caracterfstica comum a muitas doengas
do sistema nervoso central e estd envolvida na defesa, no reparo e na regeneracao do
tecido neuronal exposto a doengas infecciosas, inflamagao, trauma, tumores ou neu-
rodegeneracao [90, 187].

A interacao entre células gliais e neuronios tem sido objeto de muitas investi-
gacoes. Existem tanto evidéncias anatomicas quanto funcionais de que estas células
podem interagir entre si no sistema nervoso central. Um estudo demonstrou que no
loco ceruleo, por exemplo, ocorre um acoplamento funcional entre as células gliais e
0s neuronios, o que afetaria diretamente a atividade dos neuronios nesta regiao do
cérebro [6]. Este acoplamento funcional ocorre através de proteinas especificas que
formam um canal, as jungdes comunicantes (gap junctions), as quais possibilitariam a
transferéncias de ions e pequenas moléculas de uma célula para outra. Os neuronios
sao capazes de regular a expressao das conexinas que formam as jung¢oes comunicantes
[149]. Evidéncias mais recentes indicam que as jungdes comunicantes presentes entre
neurénios e astrdcitos na lamina superficial da medula espinhal estdao envolvidas no
processo de facilitagdo da dor [139, 172].

Outras evidéncias da interagao entre neurdnios e glia incluem a demonstragao de
que a atividade neuronal e a liberacao de neurotransmissores sao capazes de induzir
um aumento na concentragao de célcio na glia. Este aumento de célcio que ocorre, por
exemplo, nos astrécitos, causa a liberacao de glutamato destas células, o qual ird ativar
receptores nos neuronios modulando a excitabilidade neuronal e a transmissao sinap-
tica [7]. A localizagao anatéomica dos neurénios e da glia também favorece a interagao
entre estas células. As sindpses neuronais sao encapsuladas pela glia, a qual expressa
receptores para muitos dos neurotransmissores liberados na fenda sindptica [75, 130],
sintetiza e libera neurotransmissores [76, 23, 161] e produz transportadores que recap-
tam os neurotransmissores do espaco extracelular ou os liberam para a fenda sinaptica
[161, 87]. Assim, a glia apresenta vérias caracteristicas e expressa muitos dos recep-
tores comuns aos neurénios evidenciando o seu potencial em modular o funcionamento
neuronal. Porém, estudos adicionais ainda sao necessarios para se conhecer, de acordo
com o estimulo, qual o mecanismo de ativagao destas células nos diferentes sitios do
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sistema nervoso central, por exemplo, na medula espinhal e qual a consequéncia desta
interagao nas doengas.

1.3 Caracteristicas gerais da ativacao das células gliais

A ativacado glial constitui um processo multidimensional e a maneira pela qual
ela é expressa depende do tipo e da intensidade do estimulo indutor, podendo ocorrer
curso temporal e padrao de respostas distintos. Esta caracteristica das células gliais
é distinta das células neuronais, cuja ativagao é unidimensional, ou seja, resulta ex-
clusivamente em produgdo de potencial de a¢ao [191]. No sistema nervoso central, os
astrocitos e a microglia diferem quanto a origem, ao seu estado de ativagao basal e as
alteragoes morfoldgicas e funcionais apds a ativagao.

Os astrécitos, caracterizados por processos conter longos, numerosos e em for-
mato estrelar (Figura 1.1), representam 90 % das células no cérebro e estao normal-
mente ativos, desempenhando diferentes fungdes as quais incluem nutri¢ao, suporte da
fungao neuronal através da manutencao da concentragao local de fons, estocagem de
glicogénio, limpeza de residuos neuronais, recaptagao de neurotransmissores [124, 67]
e fornecimento de fatores neurotréficos [40]. Outra funcao dos astrécitos que tem des-
pertado a atencao da comunidade cientifica é o seu envolvimento nas respostas imunes
no sistema nervoso central. Embora sua origem nao seja de células hematopoiéticas,
mas de células neuroepiteliais [67], os astrdcitos exibem fungdes imunes. Os astrdci-
tos expressam os receptores toll-like (TLRs), atuam como células apresentadoras de
antigenos e produzem uma variedade de citocinas e quimiocinas. Os astrdcitos sao
importantes pra a sinalizagdo com a periferia uma vez que eles secretam quimioci-
nas e citocinas e apresentam contato {ntimo com os vasos sanguineos [39]. Um dos
marcadores mais utilizados na detecgao dos astrécitos sao os filamentos intermediarios
presentes no citoplasma e conhecidos como GFAP (glial fibrilary acidic protein). A
fungao destas proteinas ainda nao é conhecida, porém o aumento da sua expressao
estd associada com o incremento da ativagao dos astrécitos [190].

O aumento da atividade astrocitdria ocorre em resposta a traumas, isquemia, neu-
rodegeneragao ou a presenca de componentes imunogénicos de virus e bactérias [191].
A ativacao destas células é morfologicamente caracterizada por hipertrofia e retragao
dos processos astrociticos e, funcionalmente pelo aumento da produgao e liberagao
de uma variedade de substancias que incluem citocinas e quimiocinas e da expressao
de GFAP [190]. Recentemente, os estudos tém demonstrado que além da fungao de
suporte neuronal, os astrécitos também alteram diretamente a atividade neuronal,
contribuindo para a gera¢ao e manutencao da dor cronica [118].

Diferente dos astrécitos, sob condigoes fisiologicas, a microglia apresenta-se na
forma quiescente e constitui as células imunes residentes no sistema nervoso central
[90]. Embora poucos relatos consistentes tenham sido publicados acerca da origem da
microglia, acredita-se que células glias mesodérmicas invadam o sistema nervoso cen-
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tral durante a fase embriondria do desenvolvimento. Subsequentemente, no periodo
pos-natal, ocorre uma segunda migracao de mondcitos derivados da medula e, desta
forma, ocorre a formagao da microglia [148, 26]. A microglia ¢ classificada em dois
grupos celulares, de acordo com sua morfologia e seu estado de ativacdo que sdo a
microglia em repouso, referenciada anteriormente como microglia quiescente e a mi-
croglia ativada.

A microglia quiescente apresenta morfologia tipica, ramificada, com corpo celular
pequeno (5-10 pm) e nicleo que preenche quase completamente o soma (Figura 1.2)
[134]. Numerosas ramificacdes, finas e longas, também conhecidas como processos mi-
crogliais, emergem a partir do soma. Uma caracteristica marcante destas células é que
elas se tornam rapidamente ativadas em resposta ao menor estimulo patoldgico no sis-
tema nervoso central. Quando ativadas, as células microgliais apresentam alteragoes
morfolégicas caracteristicas e adquirem propriedades fagociticas, atuando no reparo
tecidual e na regeneracgao neural [90], na defesa do parénquima neural contra doengas
infecciosas, inflamagao, trauma, isquemia, tumores cerebrais e na neurodegeneracao.
As alteragoes morfolégicas incluem o aumento do corpo celular, o encurtamento e a
hipertrofia das ramificagoes (Figura 1.2). As células podem adquirir formato esférico
ou amebdide (Figura 1.1) podendo apresentar auséncia de ramificagoes [22]. A forma
amebdide da microglia também ¢é evidente durante as fases iniciais do desenvolvimento
embriondrio e durante a plasticidade, enquanto que a microglia ramificada (quiescente)
é encontrada na vida adulta sob condigdes fisioldgicas.

A ativagdo microglial também é caracterizada pelo aumento da expressao de
moléculas como o MHC (magjor histocompatibility complez), o receptor para o complemento-
3 (CR3), as integrinas 52 (CD11b e CD1lc) e uma variedade de receptores para
citocinas, quimiocinas e outras substancias liberadas no sistema nervoso central. As
alteragoes funcionais da microglia ativada incluem a migragao para areas de lesao,
a fagocitose, a apresentagao de antigenos e a secre¢ao de citocinas pré-inflamatdrias
como a interleucina-1 (IL-1) e o fator de necrose tumoral-ar (TNF-a) [191]. Além
disso, a ativagao da microglia estd envolvida com o sistema imune adaptativo, uma
vez que estas células sdo componentes chave no recrutamento de leucécitos [5]. Outras
fungoes importantes da microglia incluem a inducao de apoptose em subpopulagoes
especificas de neurdnios durante o desenvolvimento [107], o controle da sinaptogénese
[150], a sintese de fatores neurotréficos e a regulacio da transmissao sindptica [35] e
da astrogliose [4, 175]. A ativagao da microglia é geralmente benéfica pois atua de
maneira protetora. Porém, a ativacao cronica leva a mudancgas neuronais e contribui
para a destruigdo neuronal que é observada em certas doencas neurodegenerativas
como a doenga de Alzheimer [85], a esclerose lateral amiotrdfica [17] e a doenca de
Parkinson [24].

Estudos recentes tém demontrado que a microglia contribui para a geracao e a
manuten¢ao da dor nas neuropatias [36, 97, 137, 37], o que despertou o nosso interesse
por investigar a contribuigao da ativagao destas células para a dor e em especial para
a inflamagao que ocorre em doencas inflamatérias cronicas, como a artrite.
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Figura 1.1:

Figura 1.2:
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A figura ilustra a morfologia estrelar e ramificada de um astrécito em compara-
¢ao com a microglia ativada (morfologia amebédide) e um neurénio piramidal no
sistema nervoso central. Adaptado de [38].
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Ativagao da microglia, um processo dinamico. A. Inicialmente a glia exibe mor-
fologia ramificada com processos longos e finos; B. Apds ativacdo, a microglia
sofre alteragoes morfoldgicas que incluem a retracao dos processos podendo haver
a emissao de protusoes (C); D. As protusoes emitidas pela microglia podem en-
trar em contato com células visinhas (*); E. A microglia pode locomover-se, tocar
outras células ou até mesmo fagocité-las. Adaptado de [174].
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1.4 Ativacao das células gliais e a modulacao da dor

Alteragoes neuroimunes tém sido implicadas no desencadeamento da dor induzida
por diversos tipos de lesdo em tecidos periféricos [193, 98]. Na medula espinhal, as
células gliais sao ativadas em resposta a uma ampla variedade de condigoes que sabida-
mente produzem respostas de dor exagerada (p. ex., inflamacdo crénica dos tecidos
e lesdo de nervos) [193]. Além disso, a glia também pode ser ativada por patégenos
(virus e bactérias), substancias liberadas por fibras aferentes primérias que transmitem
a informacao dolorosa da periferia para a medula espinhal e que possuem receptores
nas células gliais (ATP, aminodcidos excitatérios, substancia P e fractalcina) ou sub-
stancias liberadas dos neurdnios de segunda ordem da medula espinhal que conduzem a
informagao dolorosa da medula espinhal para o cérebro (prostaglandinas, éxido nitrico
e fractalcina) [193, 190].

No inicio da década de 90 foram publicados os primeiros trabalhos demonstrando
que em modelos animais de dor neuropética, induzida por lesdo em nervos periféricos,
havia ativagao de astrdcitos no corno dorsal da medula espinhal [50]. Além disso,
drogas que bloqueavam a dor neuropatica, como o antagonista do receptor gluta-
matérgico NMDA, o MK801, suprimiam a ativagao dos astrécitos [49]. Estes estudos
demonstraram pela primeira vez uma possivel relagao entre a ativagao glial e o de-
senvolvimento da dor neuropética. Estudos mais recentes demonstraram que outros
estimulos, como a ligagao de nervos [36, 80], a injegao subcutanea de formalina [48] ou
adjuvante completo de Freund (CFA) [142], a inflamagao do nervo cidtico [97] e a lesao
da medula espinhal [137, 56, 173, 126, 202, 37|, também sdo capazes de induzir ativagdo
das células gliais no sistema nervoso central, particularmente na medula espinhal. O
bloqueio da ativagao das células gliais através da injegao intratecal do fluorocitrato,
um inibidor metabdlico glial, reduza dor gerada por estimulos que induzem tanto a
inflamagao do tecido subcutaneo [192, 111] quanto a inflamagao de nervos periféricos
[189]. A inibi¢do especifica da microglia com minociclina também atenua a hiper-
algesia e a alodinia em modelo de dor neuropdtica [141]. Outros achados também
demonstraram que a interrupgao da ativagao glial atenua a tolerancia produzida pela
morfina, sugerindo que as substancias liberadas pela glia atuam contrapondo-se aos
efeitos do opidide cronico [169]. Diante destas evidéncias de que a ativagao das célu-
las gliais contribui para a geracao e manutengao da hipersensibilidade a dor, vérios
estudos tém sido realizados para investigar quais moléculas sdo capazes de induzir a
ativagao glial, bem como quais substancias liberadas pela glia podem alterar a ativi-
dade neuronal e, desta forma, contribuir para a geragao e manutengao da dor.

Estudos prévios demonstraram que as células gliais expressarem receptores para
muitas das substancias liberadas pelos neuronios. Na medula espinhal, por exemplo,
os astrécitos e a microglia expressam receptores para glutamato [15], ATP [183], sub-
stancia P [108], CGRP [145, 138] e citocinas pré-inflamatérias, como a fractalcina
8, 186].

A fractalcina (CX3CL1, CX3C ligand-1) tem sido cogitada como uma das molécu-
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las liberadas no sistema nervoso central capaz de ativar as células gliais, especialmente
porque apresenta algumas caracteristicas que a diferencia das demais substancias lib-
eradas pelos neuronios [119, 176]. A fractalcina ¢ a unica citocina expressa constitu-
tivamente e liberada pelos neuronios no sistema nervoso central, enquanto que seu re-
ceptor (CX3CR1) é expresso exclusivamente na glia [8, 186]. Trata-se de uma citocina
quimiotatica, inico membro pertencente a classe CX3C, cuja estrutura é caracterizada
por ter duas cisteinas separadas por trés aminodcidos (Figura 1.3) [8, 70]. A fractal-
cina existe nas formas solavel e ligada & membrana extracelular [14, 131], é a Gnica que
se liga em apenas um tipo de receptor, denominado CX3CR1 (CXS3C receptor-1), que
lhe é exclusivo [82, 70]. Para ativar o receptor CX3CR1, a forma solivel ¢ clivada da
membrana neuronal pela catepsina S, uma protease expressa e liberada pela microglia.
[29].

Estudos in wvitro utilizando cortes de hipocampo demonstraram que uma exci-
tacao neuronal intensa promove liberacao de fractalcina neste tecido, a qual se liga
ao seu receptor promovendo ativagao da glia [27]. O que se tem sugerido é que na
medula espinhal a ativagao da glia pela fractalcina liberada dos neurdnios é favorecida
pela localizagdo muito préxima de ambos, neurdnios e glia [27, 186]. Outro fato que
aponta positivamente para a interagdo neuronio-glia via liberacao de fractalcina é que
algumas substancias liberadas apés intensa estimulagao neuronal, como o glutamato
ou liberadas pela glia como o TNF-« ou o INF-v, induzem a clivagem de fractalcina
da superficie celular dos neurénios [27, 44]. Estudos in vivo tém sugerido que a liber-

Quimiocina CX3CL1

\\\\\ dominio
/,/// hidréfobo

_CX mucina \

cadela peptidica

ponte dissulfeto

Figura 1.3: A fractalcina, (CX3CL1) tem como caracteristica particular em sua estrutura a
presenga de trés aminodcidos (XXX) entre duas cisteinas (C). Existem quatro
cisteinas em sua estrutura que interagem entre si em pares via pontes dissulfeto
(a primeira com a terceira e a segunda com a quarta) criando um arranjo espa-
cial denominado Greek key, caracteristico das quimiocinas. Também existe um

dominio hidréfobo. Adaptado de [84].

acao prolongada de fractalcina pode contribuir para a manutengao da dor neuropética
por alterar a sensibiliza¢do central [119, 176, 203]. Demonstrou-se que a fractalcina é
expressa em neuréonios da medula espinhal e nos corpos celulares dos neurénios senso-
riais no ganglio da raiz dorsal [186, 30]. Além disso, apés lesdo de nervos periféricos,
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ocorre um aumento da expressao dos receptores desta quimiocina na microglia [186].
Outros achados demonstraram que a administracao intratecal de fractalcina resulta
em hipersensibilidade térmica [119, 114] e mecénica [119, 114, 30] que sdo previnidas
pelo pré-tratamento com antagonistas do receptor CX3CR1 [119, 114], da prépria
fractalcina [30] e por delegao génica do receptor CX3CR1 em camundongos [30]. A
fractalcina induz comportamento nociceptivo apés a ativa¢ao dos receptores CX3CR1
na microglia, ativagdo da MAP quinase p38 [30, 204] e liberagao de IL-1/3, IL-6 e éxido
nitrico [114]. Finalmente, a prevengao da sinalizagao fractalcina/CX3CR1 apds lesao
de nervo é capaz de atenuar a dor neuropatica [119, 30]. Baseado nestas evidéncias de
que a fractalcina estd envolvida na ativagao das células gliais e no controle do desen-
volvimento e a manutengao da dor persistente que ocorre na neuropatia, nossa hipétese
é que esta quimiocina também pode estar envolvida na interagdo neurénio-glia e na
consequente ativacao de células gliais em modelos de inflamacdo cronica em tecidos
periféricos como o articular.

1.5 Substancias liberadas pelas células gliais e a
modulacao da atividade neuronal

Sob ativagao, a glia libera uma variedade de substancias que podem potencializar a
transmissdo da dor pelos neurénios [168, 191, 142] as quais incluem a PGE2 [1, 73, 77],
aminodcidos excitatérios, ATP, BDNF e citocinas pré-inflamatérias incluindo a IL-13
e o TNF-« [35, 45, 11]. A PGE2 tem sido implicada na indugao da sensibiliza¢ao
central dos neurénios da medula espinhal [120, 79] sendo que a quinase regulada por
sinal extracelular 1/2 (ERK1/2), um efetor importante na biosintese de PGE2, ¢é ati-
vado na glia [1]. Outra substancia liberada pelas células gliais e que pode alterar a
excitabilidade neuronal é o TNF-« [62, 198], uma citocina pré-inflamatéria associada
com a indu¢ao e a manuten¢ao da dor em neuropatias [191, 106, 121, 160, 96] e cujo re-
ceptor é expresso em neuronios na medula espinhal [12, 65, 61]. Embora ja tenha sido
detectada em alguns neurdnios [72], ndo existem evidéncias claras de que os neuronios
sintetizem e liberem este tipo de mediador [188]. Sendo assim, o0 TNF-a liberado das
células gliais ativadas parece ser uma das substancias que medeia a interagao glia-
neurdnio no sistema nervoso central.

Ao interagirem com os neur6nios na medula espinhal, as substancias oriundas das
células gliais causam a liberagao de substancia P e aminoacidos excitatérios das fibras
aferentes primaérias e, consequentemente, aumentam a excitabilidade dos neurdnios de
transmissao da dor [76, 171]. Os mediadores liberados dos neurénios sensoriais aumen-
tam ainda mais a ativagao glial gerando, assim, uma resposta dolorosa amplificada e
persistente [189]. Desta forma, a glia ativada aumenta a exposi¢do dos neurdnios de
transmissao da dor a aminodcidos excitatérios, prostaglandinas, 6xido nitrico, substan-
cia P e citocinas pré-inflamatérias, fatores estes que sao classicamente reconhecidos
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como mediadores capazes de gerar estados de dor intensa e que usualmente assume-se
que sejam derivados apenas de neuronios.

Ao aumentarem a excitabilidade neuronal, os mediadores liberados pelas células
gliais na medula espinhal contribuem para o processo de sensibiliza¢ao central. Uma
das conseqiiéncias da sensibiliza¢ao central, sob condigbes patolégicas, é a facilitagao
do processo neuronal eferente, o reflexo da raiz dorsal [25, 152, 196]. O reflexo da raiz
dorsal pode modular a dor tanto pelo seu efeito central, por causar a liberagao de neu-
rotransmissores do terminal central das fibras aferentes primdrias na medula espinhal,
o que contribui para a geragao do potencial de agao pds-sindptico excitatério [42, 43, 41]
quanto pelo seu efeito periférico, estimulando a liberagdo de neuropeptideos no termi-
nal periférico das fibras aferentes priméarias culminado com uma excitagao ainda maior
destas fibras [100, 164, 147, 102]. Além dos efeitos sobre a excitabilidade neuronal e
conseqiientemente sobre a dor, o reflexo da raiz dorsal também modula a inflamagao
ao causar a liberagao de substancias nos tecidos periféricos, as quais contribuem para
um processo denominado de inflamagao neurogénica. Jé é de longa data que se tem
conhecimento de que a estimulagdo de nervos periféricos induz e/ou aumenta a in-
flamagao local [13] e que esta reagao inflamatdria pode ser abolida por denervagao
(78], comprovando o envolvimento de uma ativacdo eferente dos neurénios aferentes
primadrios neste processo. Além disso, a presenca do componente neurogénico parece
estar presente em uma variedade de doencas inflamatérias [60]. Estudos em modelos
experimentais de artrite demonstram que apds a estimulagao mecéanica da articulagao,
o reflexo da raiz dorsal pode ser registrado em fibras C e contribui para a inflamagao
neurogénica ao promover o aumento da liberacao de neuropeptideos dos terminais
destas fibras presentes na articulagao [100, 164, 147, 102]. Tais neuropeptideos incluem
a substancia P e o peptideo relacionado ao gene calcitonina (CGRP), os quais causam
vasodilatagao e extravasamento plasmético articular [33, 200, 46, 94, 166, 146]. Além
disso, a inflamagao neurogénica também estd associada com eventos como a atracao e
degranulagao de mastdcitos, hiperemia e aumento da adesao de leucdcitos ao endotélio
vascular [105, 157, 66]. Estudos de Sluka e colaboradores [164], em modelo de infla-
macao articular induzida por kaolin/carragenina, demonstraram que apés rizotomia
ocorre reducao de aproximadamente 50 % na circunferéncia da articulacao inflamada
demonstrando o efeito do reflexo da raiz dorsal sobre a modulagao do edema periférico.

Baseado nestes estudos que demonstram que substancias liberadas pelas células
gliais ativadas podem alterar a sensibilizacao central, um evento que esta relacionado
com a geragao do reflexo da raiz dorsal, nossa hipdtese é que o reflexo da raiz dor-
sal direta ou indiretamente sofre modulagao pela ativagao da glia na medula espinhal.
Consequentemente, a ativagao das células gliais na medula espinhal além de contribuir
para a geragao e manutencgao da dor, também pode estar envolvida com o incremento
e a perpetuagao da inflamacao em tecidos periféricos como o articular.
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1.6 Novas perspectivas para o tratamento de doencas
inflamatérias cronicas

Entender a sequéncia e a natureza dos eventos que governam a comunicagao en-
tre neurdnios e glia é critico para a descoberta de novos mecanismos e alvos para o
tratamento de doencas inflamatdrias cronicas. O reconhecimento de que os neur6nios
expressam receptores para as substancias liberadas pela glia, e vice-versa, revelou algo
que até entao havia passado despercebido, a interagao entre o sistema nervoso central e
sistema imune, e 0 mais importante, que o resultado desta interagao é a modulagao de
mecanismos que geram um dos sintomas mais comuns em muitas doengas, a dor [193].
Porém, poucos estudos foram realizados para investigar a contribui¢ao deste evento
para a dor inflamatdria, e talvez devido a isso muito pouco ainda tenha sido explo-
rado sobre o potencial que esta interagao apresenta em modular também a inflamagao
periférica.

A relevancia desta interagao neurénio-glia-tecido periférico também pode ajudar
a explicar algumas caracteristicas peculiares de certas doengas, como por exemplo, a
simetria observada na artrite reumatdide ou porque o individuo apresenta um quadro
de dor difusa e migratéria como na fibromialgia. Além disso, altera¢oes na interagao
entre o sistema nervoso central e o sistema imune também podem fazer parte dos
mecanismos pelos quais muitos farmacos analgésicos e anti-inflamatérios exercem sua
fungoes.

A descoberta de que os neuronios interagem com a glia pode ser um grande passo
favoravel a aceitacgao, pela comunidade cientifica, de que o sistema nervoso central e
o sistema imune nao podem ser considerados como unidades independentes, mas que
eles interagem entre si e o entendimento desta intera¢ao pode definir novas estratégias
terapéuticas para o controle mais eficiente da inflamagao e da dor em doengas em que
isso ainda é um problema, como as artropatias [158]. Desta forma, o tratamento da dor
e da inflamacao em muitas doengas nao se resumiria apenas na inibigao da atividade
neuronal aferente, mas também devera envolver igualmente estratégias para reduzir a
atividade eferente das fibras sensoriais e o estado da intera¢ao neurdnio-glia.
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2 Objetivos

2.1

Objetivo geral

O objetivo geral deste estudo foi investigar qual a contribui¢ao da ativagdo das

células gliais no corno dorsal da medula espinhal para a dor e para a inflamagao
articular induzida por LPS em ratos pré-sensibilizados com carragenina. Além disso,
investigar quais substancias estariam envolvidos na sinalizacao neuronio-glia e, vice-
versa, e sugerir novos alvos terapéutivos para o desenvolvimento de terapiais para o
tratamento de doengas inflamatoérias cronicas como a artrite.

2.2

=)

Objetivos especificos

avaliar o efeito da injegao intratecal dos inibidores metabdlicos das células gliais,
fluorocitrato e minociclina, e da co-administragdo destes com furosemida, na
incapacitagao, no diametro articular e no actiimulo de leucéceitos no fluido sinovial,
induzidos por LPS;

verificar se a administracdo sistémica de aminoglutetimida, um inibidor da sin-
tese de corticdides, altera os efeitos do fluorocitrato e da minociclina;

verificar o efeito da fractalcina, do TNF-a e dos anticorpos anti-fractalcina e
anti-TNF-a, administrados por via intratecal, na incapacita¢ao, no diametro
articular e no actimulo de leucécitos no fluido sinovial, induzidos por LPS;

verificar o efeito da co-administracao de fluorocitrato ou anti-TNF-« com frac-
talcina na incapacitagdo, no didmetro articular e no acumulo de leucécitos no
fluido sinovial, induzidos por LPS;

analisar o efeito da injegdo intratecal e sistémica de talidomida, um inibidor
da sintese de TNF-«, na incapacitacao, no diametro articular e no acimulo de
leucéeitos no fluido sinovial, induzidos por LPS;

determinar a imunoreatividade para os marcadores especificos da atividade de
astrécitos (GFAP) e microglia (OX-42) na medula espinhal em animais naive,
artriticos e que receberam os tratamentos acima mencionados.

13
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3 Materiais e Métodos

3.1 Animais

Os experimentos foram realizados com ratos Wistar da linhagem Rattus norvegi-
cus, machos e pesando entre 250-350 gramas. Os ratos foram criados no Biotério
do Centro de Ciéncias Biolégicas da Universidade Federal de Santa Catarina (CCB,
UFSC), transferidos para o Biotério do Departamento de Farmacologia apds o des-
mame e, posteriormente, para o biotério do Laboratério de Neurobiologia da Noci-
cepgao (LANEN). No LANEN, os ratos foram agrupados em caixas contendo 6 ani-
mais e mantidos sob temperatura controlada (21 £ 2 °C), ciclo claro/escuro (12 horas
de claro e 12 horas de escuro) e livre acesso a dgua e ragdo. Para previnir possiveis
infecgbes parasitarias, cada grupo de 6 ratos recebeu uma suspensao contendo alben-
dazol dissolvido na dgua de beber (0,4 mg/ml; total de 500 ml/6 ratos), durante 3
dias consecutivos. Ao final do tratamento, cada animal recebeu um jato de spray
de fipronil liquido (Frontline®, 1 jato = 1,5 ml = 4 mg) no dorso e no sentido con-
trario ao do crescimento dos pelos. Durante a aplica¢ao, massageou-se os pelos para
que o produto atingisse a pele. Estes tratamentos foram realizados um més antes
dos experimentos, ou seja, quando os animais apresentavam 2 meses de idade. Nao
observou-se alteragoes nos experimentos devidas aos tratamentos com estes farmacos.
Os experimentos foram realizados entre 8:00 e 18:00 horas, ap6s ambientagao prévia
dos ratos por pelo menos 1 hora na sala onde o experimento seria realizado. Todos os
experimentos foram realizados seguindo os preceitos éticos definidos pela Associagao
Internacional para Estudo da Dor [205] e aprovados pelo Comité de Etica para Uso de
Animais (CEUA) da UFSC, sob o protocolo 23080.005219,/2006-51. Todos os esforgos
foram realizados para minimizar o nimero de ratos utilizados nos experimentos.

15
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3.2

Farmacos, reagentes e solucoes

3.2.1 Farmacos e o respectivo veiculo utilizado na diluicdo.

[m}

Carragenina (kappa/lambda, BDH Chemicals Ltd., UK). Veiculo: solugao fisi-
oldgica 0,9%;

LPS lipopolissacarideo de E. coli, 055:B5, Difco, USA). Veiculo: solugao fisiol6g-
ica 0,9%;

Fluorocitrato (Fluorocitric acid barium salt, Sigma-Aldrich, USA). Veiculo: PBS,
pH 7.4;

Minociclina Minocycline hydrochloride, Sigma-Aldrich, USA). Veiculo: PBS, pH
7.4,

Furosemida (Galena Quimica Farmacéutica Ltd., Brasil). Veiculo: bicarbonato
de sédio 1,29 %; pH 7.8;

Aminoglutetimida (Orimeten®), Novartis, Brasil). Veiculo: dgua destilada;
Talidomida (FUNED, Brasil). Vefculo: PBS/DMSO 1 %, pH 7,4;

Anti-fractalcina (Anti-human Fractalkine, PeproTech, Inc., USA). Veiculo: PBS,
pH 7.4;

Fractalcina (Human Fractalkine, PeproTech, Inc., USA). Veiculo: PBS, pH 74;
Anti-TNF (Anti-rat TNF-«, PeproTech, Inc., USA). Veiculo: PBS, pH 7,4;
TNF-« (Rat-TNF-a, PeproTech, Inc., USA). Veiculo: PBS, pH 74;

Cloral hidratado (Vetec Quimica Fina Ltda, Brasil). Veiculo: solugao fisiolégica
0,9%.

3.2.2 Reagentes e solucoes

)

)

=)

[m}

PBS (Phosphate buffered saline, pH 7,4; Sigma-Aldrich, USA);
Paraformaldeido (solugdo a 4 % em PBS, pH 7,4; Vetec, Brasil);

Meio para congelamento de tecido (Optimal Cutting Temperature - O.C.T. -
embedding medium; Sakura Finetechnical Co. Ltd., Japao);

Gelatina porcina ( Gelatin from porcine skin, Type A; Sigma-Aldrich, USA);
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0 Conservante para gelatina (1 %, Chromium (III) potassium sulfate dodecahy-
drate, 98+ %, A.C.S. reagent; Sigma-Aldrich, USA);

0 Triton X-100 (solugdo a 0,1 % em PBS, pH 7,4; Sigma-Aldrich, USA);
0 Soro fetal bovino (5 %; Cultilab, USA);

o Albumina bovina (1 %, Albumin from bovine serum, >= 97 % agarose gel elec-
trophoresis; Sigma-Aldrich, USA);

0 Anticorpo policlonal anti-GFAP (polyclonal rabbit anti-GFAP, diluigao 1:500;
Dako Cytomation, USA);

0 Anticorpo monoclonal anti-CD 11b/c (OX-42, monoclonal mouse anti-rat CD
11b/¢, diluigao 1:200; Invitrogen, USA);

0 Anticorpo anti-IgG de coelho (fluorescein isothiocyanate - FITC, dilui¢ao 1:100;
Sigma, USA);

0 Anticorpo anti-IgG de camundongo (Aleza Fluor Red 546, diluigao 1:500; Invit-
rogen, USA);

O Glicerina tamponada (pH 9; Vetec, Brasil);

0 Anestésico inalatério isofluorano (Abbott, Argentina)

3.3 Modelo experimental de artrite induzida por
carragenina/LPS

O modelo de artrite induzida por carragenina/LPS tem como objetivo a indugdo
de uma monoartrite na articulagao fémuro-tibial de ratos. Este modelo experimental
foi desenvolvido baseado na condigdo clinica conhecida como artrite reativa (ReA -
Reactive arthritis), uma monoartrite que se manifesta apds infecgdes primérias ex-
traarticulares (principalmente no trato gastrointestinal) causadas por bactérias gram
negativas como a Yersinia enterocolitica [180]. Nestes pacientes, encontrou-se LPS no
fluido sinovial das articulagoes acometidas, mas nenhum vestigio de bactérias vidveis
[54, 53]. Desta forma, o LPS bacteriano parece ser um componente importante para
a indugao da artrite a para a manutencao da resposta inflamatéria articular nestes
pacientes [71, 162].

Além do LPS, traumas prévios na articulagdo também parecem constituir um fa-
tor que predispoe os pacientes para o desenvolvimento deste tipo de artrite [109, 2].
Sendo assim, a prévia sensibilizagdo das articula¢io dos ratos com carragenina teve
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como objetivo mimetizar um trauma inespecifico na articulagdo de uma maneira con-
trolada, o que predispdem os ratos & uma reacao inflamatdéria articular mais prolon-
gada e duradoura ao LPS. Desta forma, este modelo experimental reproduz sinais e
sintomas caracteristicos da artrite reativa, mas que também sao observados em outras
artropatias, constituindo assim, uma ferramenta ttil para identificar os mecanismos
envolvidos no desenvolvimento da artrite em humanos.

A monoartrite em ratos foi evocada pela inje¢ao de dois compostos na articulagao:
inicialmente os ratos receberam uma injecao intra-articular de carragenina diluida em
solugdo fisiolggica 0,9 % (300 ug/20 pl/articulagdo); 72 horas apds a carragenina, os
ratos receberam uma segunda inje¢do, na mesma articulagdo pré-tratada com carra-
genina, de lipopolissacarideo de Escherichia coli (LPS) diluido em solugdo fisiolégica
0,9 %. Antes de quaisquer injegoes, a articulagao foi previamente depilada e tratada
com solugao antiséptica de iodo-polvidine (PVP-I, 10 %). As injecoes foram real-
izadas sem anestesia e, para evitar o estresse, os ratos foram gentilmente contidos com
auxilio de um cone de borracha macio apenas pelo tempo necessério para a realizagao
da injegao.

3.4 Testes comportamentais

3.4.1 Teste algesimétrico

A nocicepcao articular foi avaliada através do teste de incapacitacao articular
previamente descrito por Tonussi e Ferreira [181]. Uma das vantagens deste teste
comportamental é que a quantificagdo da incapacitagao articular independe do exper-
imentador, pois é realizada por um sistema de registro computadorizado. Assim, os
ratos sdo submetidos a deambula¢do em um cilindro de ago inox (30 cm de didmetro),
giratério (velocidade constante de 3 r.p.m.) pelo perfodo de 1 minuto (Figura 3.1 a).
Para que um computador registre a incapacita¢ao articular, uma sapatilha metélica
é acoplada em cada uma das patas traseiras do animal, mas apenas uma delas (a di-
reita) é conectada ao computador através de um fio condutor (Figura 3.1 b). Assim,
o computador registra o tempo total que aquela pata fica sem tocar a superficie do
cilindro durante o periodo de 1 minuto, o que é denomidado de tempo de elevagao da
pata (TEP; segundos) e constitui a medida de incapacitagao articular. Imediatamente
antes da administragdo do LPS, o TEP dos ratos varia entre 10 e 15 segundos (TEP
basal). Observa-se um aumento do TEP apenas na pata cuja articulagao fémuro-tibial
recebe a injec@o de carragenina/LPS [20]. Além disso, apenas agentes que promovem
ativagao dos nociceptores articulares sao capazes de induzir a incapacitacao articu-
lar. Por outro lado, substancias que causam sensibilizagao dos nociceptores, como a
prostaglandina E2, ndo promovem incapacitagio articular [181]. A sapatilha, por si
6, também nao altera o TEP dos animais [181]. O TEP é avaliado imediatamente
antes da injegdo de LPS (tempo=0) e subsequentemente a cada hora por um periodo
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(a) aparelho para deambulagao (b) sapatilha

Figura 3.1: (a) Aparelho para avaliacio da incapacita¢ao articular. Um cilindro em rotagao
constante permite a deambulac¢do dos ratos e o registro do tempo de elevagao da
pata (TEP), ou seja, a medida da incapacitagao articular; (b) Foto ilustrativa de
uma sapatilha metdalica acoplada & pata do rato.

de 6 horas (tempos 1, 2, 3,4, 5 e 6). No dia anterior a cada experimento, os animais
sao ambientados e treinados no sistema de registro de inacapacitagao articular a fim de
aprenderem a deambular sem cair do cilindro e a se adaptarem ao uso das sapatilhas.

3.4.2 Mensuracao do edema articular

O edema articular induzido pela inje¢do de carragenina/LPS foi quantificado
através da medida do didmetro da articulagao fémuro-tibial (eixo médio-lateral), com
auxilio de um paquimetro nao digital (Figura 3.2). As medidas foram realizadas ime-

Figura 3.2: Foto ilustrativa da medida do didmetro articular com auxilio de um paquimetro
nao digital.

diatamente apds cada registro do tempo de elevagdo da pata (TEP), ou seja, a cada
hora por um perfodo de 6 horas (tempos 1, 2, 3, 4 , 5 e 6). A medida basal do
diametro articular (tempo=0) foi realizada imediatamente antes da inje¢ao de LPS.
Para isso, os ratos foram imobilizados em um cone se borracha macio apenas pelo
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perfodo necessario para a medida do diametro articular. Os dados sdo apresentados
como a diferenga entre o diametro articular mensurado imediatamente antes da in-
jecao intra-articular de LPS e as medidas subsequentes obtidas ao longo de 6 horas de
avaliagao.

3.5 Métodos

3.5.1 Injecao intratecal

A injecdo de farmacos pela via intratecal foi realizada segundo o método descrito
por Mestre e colaboradores [113]. Para a realizagdo das injegoes, os animais foram
anestesiados com isofluorano (2 % em oxigénio hospitalar). Uma agulha (BD Ultra
Fine; comprimento: 12,7 mm; calibre: 0,33 mm ou 29 Gauge) foi cuidadosamente
inserida perpendicularmente no espago intervertebral L5 e L6 até atingir o espago
subaracndide (Figura 3.3). Um movimento abrupto da cauda do rato foi observado
quando a agulha entrou no espago subaracnédide, o que é denominado de flick da cauda
e utilizado como indicador de sucesso na pungdo. Os ratos nao apresentaram nenhum
outro comportamento ou sinal de dor durante a inje¢ao e no periodo de recuperagao
da anestesia. O volume de liquido injetado nao excedeu 10 ul. A agulha foi mantida
por 5 segundos no local a fim de evitar refluxo do liquido injetado.

espaco
processo intervertebral
espinhoso

medula \ * ‘cauda
espinhal equina

LS L6

Figura 3.3: Figura ilustrativa da injegao intratecal. O diagrama mostra o local de insercao
da agulha no espago intervertebral entre L5 e L6. Adaptado de [113].

3.5.2 Imunohistoquimica

O estado de ativacao dos astrécitos e da microglia no corno dorsal da medula
espinhal dos ratos foi caracterizado através de técnica de imunohistoquimica. Apéds 6
horas de avaliagao da incapacitagao e do edema articular, os ratos foram anestesiados
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com hidrato de cloral (15 %; 0,5 g/kg; i.p.) e perfundidos pela via transcardfaca com
PBS (0,1 M; pH 7,4; 300 ml), seguido de solugao de paraformaldeido (PFA 4 %; pH
7,4; 500 ml). Apéds a perfuséo, o segmento L4-L5 da medula espinhal foi removido,
pés-fixado em PFA 4 % por 4 horas e subsequentemente crioprotegido em solugio de
sacarose (30 %; pH 7,4) por 12 horas a 4 °C. Apéds, a medula foi congelada em meio
especifico para congelamento (O.C.T.) e armazenada a -80 °C até o uso. Os blocos con-
tendo as medulas congeladas foram cortados a 12 pm de espessura (n=6-8 cortes/rato)
com auxilio de um criostato. Imediatamente apds, os cortes foram montadas em lami-
nas de vidro limpas e previamente gelatinizadas com gelatina porcina (1 %; pH 7,4).
Subsequentemente, os cortes de medula foram processadas para imunohistoquimica
seguindo os seguintes passos: (1) lavagem com PBS (3x 5 minutos); (2) incubagdo
em temperatura ambiente com Triton X-100 0,1 % por 30 minutos; (3) incubagao em
temperatura ambiente com soro fetal bovino (5 %) e albumina (1 %) para bloqueio dos
sitios inespecificos, sendo que ambos foram diluidos em PBS (pH 7,4) e a incubagao
perdurou por 1 hora; (4) incubagao com os anticorpos priméarios anti-GFAP (dilui¢ao
1:500) e anti-CD 11b/c (dilui¢do 1:200) por 12 horas a 4 °C; (5) lavagem com PBS (3x
5 minutos); (6) incubagdo com os anticorpos secunddrios FITC (1:100) e Alexa Fluor
546 (1:500) por 2 horas em temperatura ambiente. Apds as incubagGes, os cortes de
medula foram lavados novamente com PBS (3x 5 minutos), montados com glicerina
tamponada (pH 9) e laminula limpa, e visualizados em microscépio de fluorescéncia
equipado com camera digital para captura das imagens.

Para minimizar uma possivel variagdo na imunohistoquimica realizada em dias
distintos, amostras de medula de ratos que recebram diferentes tratamentos foram pro-
cessados simultaneamente. Além disso, amostras incubadas apenas com os anticorpos
primérios foram utilizadas para verificar se o tecido apresentava autofluorescéncia. Nao
observou-se autofluorescéncia no tecido utilizado neste estudo. Amostras incubadas
apenas com os anticorpos secunddrios foram utilizadas como controle negativo em
todos os experimentos. Amostras com marcacao simples, ou seja, contendo apenas
anti-GFAP/FITC ou apenas anti-CD 11b/c/Alexa Fluor 546 foram utilizadas para
determinar se haveria interferéncia entre os fluoréforos (bleed-through ou crossover)
devido a alguma falha na separagao espectrofotométrica pelos filtros do microscépio
utilizado na captura das imagens. O bleed-through ou crossover foi detectado e cor-
rigido durante a andlise das imagens utilizando o software Image J [143].

3.5.3 Andlise das imagens fluorescentes

Os principais passos na analise de imagens fluorescentes sao a escolha e o preparo
do equipamento de captura das imagens, a captura, o armazenamento e a selegdo e
quantificagao de objetos nas imagens [127]. Alguns problemas como o ruido emitido
pelo sistema de captura, a iluminagao nao homogénea e a interferéncia entre fluoréforos
devem ser corrigidos antes da analise das imagens.
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3.5.3.1 Correcdo de interferentes nas imagens digitais

(a) Ruido. A imagem digital é formada por pixels organizados em uma es-
trutura bidimensional cuja intensidade é varidvel. Por exemplo, uma imagem 12 bit
apresenta de 0 a 4096 intensidades distintas na escala do cinza. As imagens produzi-
das por cameras digitais podem apresentar uma variacao aleatéria do brilho ou da
informagdo da cor de cada pixel, o que ¢ denominado de ruido (Figura 3.4 a).Fatores
que contribuem para a producao de ruido incluem o tempo de exposicao da imagem
e a temperatura do equipamento de captura, os quais geram o ruido de leitura e o
ruido térmico, respectivamente [155]. Quanto maior o tempo de exposi¢ao e a tem-
peratura do equipamento, maior serd o ruido. A fim de eliminar estes interferentes,
selecionou-se o melhor tempo de exposi¢ao para a captura das imagens e controlou-
se a temperatura da sala do microscépio (20 °C) durante todo o experimento, j&
que nao se dispunha de uma camera CCD refrigerada. Mesmo com a adogao destes
procedimentos, as imagens ainda apresentavam ruido remanescente. Sendo assim, os
valores médios do ruido de leitura mais o ruido térmico foram eliminados das imagens
teste utilizando-se uma imagem de referéncia contendo apenas o ruido. A imagem
de referéncia foi obtida sem a excitagao ultravioleta, a cada 30 minutos do exper-
imento e com o mesmo tempo de exposicao usado para as imagens teste. Desta
forma, a imagem de referéncia é formada pela quantidade de sinal produzido pelo
detector na auséncia de incidéncia de luz (dark current). Durante a andlise quan-
titativa das imagens fluorescentes, subtraiu-se a imagem de referéncia contendo o
ruido de todas as imagens teste, obtendo-se, assim, a imagem final livre de ruido.

a) ruido b) distribuigdo nao homegénea
(a) G g
da luz

Figura 3.4: (a) Ruido produzido pela cAmera digital utilizada na captura das imagens fluo-
rescentes; (b) distribui¢ao nao homegénea da luz.

(b) Iluminagao nao homogénea. Um dos problemas mais comuns, independente
do tipo de camera e microscopio utilizados na captura de imagens, é a distribuigao
nao homogénea da luz na imagem, o que é também conhecido como sombreamento
(shading ou flat field) [99] (Figura 3.4, b). Variagdes pixel-a-pixel na sensibilidade
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do detector e/ou distor¢des na trajetéria éptica sdo os principais responsaveis pelo
aparecimento deste tipo de artefato em imagens 2-D. Frequentemente, a iluminagao
nao homogénea é visualizada apenas quando o brilho e o contraste da imagem sao al-
terados em um software de edigdo de imagens. A correcdo deste artefato (flat field cor-
rection) [194] é necessdria para melhorar esteticamente as imagens e, principalmente,
a qualidade das imagens digitais utilizadas em andlises qualitativas e quantitativas.
A fim de eliminar este artefato, imagens de uma lamina fluorescente de referéncia
(Chroma, Rockingham, USA), a qual possui fluorescéncia perfeitamente homegénea,
foram capturadas a cada 30 minutos do experimento e com o mesmo tempo de ex-
posicao usado para as imagens teste. Durante a andlise das imagens, subtraiu-se a
imagem de referéncia contendo o ruido, como mensionado anteriormente, e imediata-
mente apds, dividiu-se pixel por pixel a imagem teste pela imagem fluorescente de
referéncia. Tanto a imagem de referéncia contendo o ruido quanto a imagem fluo-
rescente de referéncia foram capturadas toda vez que houve mudanca da objetiva ou
dos parametros de capturas das imagens, por exemplo, tempo de exposic¢ao e resolucao.

(c) Interferéncia entre fluoréforos. A interferéncia entre fluoréforos (bleed-through
ou crossover) é uma falha na separagio espectrofotométrica pelos filtros do microscé-
pio utilizados na captura das imagens marcadas com dois ou mais fluoréforos. Os
fluoréforos sao excitados pela luz ultavioleta e apresentam emissdo de fluorescéncia
em um determinado comprimento de onda. No caso de dois fluoréforos (A e B), fre-
quentemente, a emissao do fluoréforo A é parcialmente detectada pelo filtro destinado
a detectar o fluoréforo B, ocorrendo a sobreposi¢ao ou cruzamento entre as curvas de
emissdo dos dois fluoréforos (Figura 3.5, C). O bleed-through ou crossover foi detectado
e corrigido durante a andlise das imagens utilizando o software Image J [143]. Para
isso, amostras com marcagao simples, ou seja, contendo apenas anti-GFAP/FITC ou
apenas anti-CD 11b/c/Alexa Fluor 546 foram preparadas e as imagens capturadas
para posterior corre¢ao da interferéncia entre os fluoréforos.

3.5.3.2 Captura e armazenamento das imagens

As imagens foram capturadas com microscépio de fluorescéncia (Olympus, modelo
BX-41) equipado com filtros para os fluoréforos FITC e Alexa Fluor 546 (U-MWG2
e U-MWB2, respectivamente; Olympus), camera digital (3,3 Mpixel QCOLOR3C,
Qimaging”™) e um software de aquisicio das imagens (Qcapture Pro 5.1, Qimaging”*/).
Os cortes de medula espinhal foram visualizados com objetiva de 10x e as imagens da
regido de interesse (corno dorsal ipisilateral) foram capturadas em escala de cinza
(12-bit) e resolugao de 2048x1536 (3 megapixels).
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Figura 3.5: Interferéncia entre os fluoréforos A e B. A, fluoréforo com emissao em 495-521
nm; B, fluoréforo com emissdo em 556-573 nm; C, regido onde a emissao do

fluoréforo A é parcialmente detectada pelo filtro destinado a detectar apenas o

fluoréforo B e vice-versa.

3.5.4 Selecao da regiao de interesse na medula espinhal

A anélise quantitativa foi realizada em uma regido de interesse (RI) pré-selecionada
no corno dorsal ipsilateral da medula espinhal (ME) dos ratos (RI-ME, Figura 3.6).
A selegao da regiao de interesse foi baseada na técnica previamente descrita por Fu

Figura 3.6: A drea delimitada (a, b, ) representa a regido de interesse (RI) pré-selecionada
no corno dorsal ipsilateral da medula espinhal (ME) utilizada para a andlise
quantitativa. RI, porcdo representativa da RI-ME contendo a delimitagdo do
tecido imunoreativo a ser quantificado. SC, substancia cinzenta; SN, substancia

negra.
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e colaboradores [48]. Inicialmente, realizou-se o ajuste do brilho e do contraste da
imagem a fim de visualizar a borda entre as substancias negra e cinzenta. Em seguida,
definiu-se trés pontos referéncia a serem utilizados para delimitar a regido de interesse,
os pontos a, b e c. Estes pontos foram definidos com base no estudo anatémico da
medula espinhal em ratos [122]. Assim, uma linha vertical foi tragada perpendicular-
mente ao canal central da medula espinhal. O ponto a estd localizado na intersecgao
entre as substancias branca e cinzenta e a linha de referéncia; os pontos b e ¢ estao
localizados na borda externa do corno dorsal. Uma linha reta foi tragada conectando
os pontos b e ¢c. O mesmo critério foi aplicado para todos os cortes utilizados na andlise
quantitativa.

3.5.5 Anadlise quantitativa

A quantificagao do niimero de astrdcitos e microglia apresenta algumas limitagoes
devido a sua morfologia complexa. Quando ativadas, estas células hipertrofiam for-
mando aglomerados que dificultam a quantificagdo das células individualmente. Uma
alternativa é a determinagao da area proporcional ocupada pelo tecido imunoreativo,
uma técnica adaptada de Popovich e colaboradores [137]. A hipertrofia que ocorre
quando os astrécitos e a microglia sao ativados é detectada através de um aumento
na area proporcional ocupada pelo tecido imunoreativo em uma determinada regiao
de interesse. Porém, a medida da drea proporcional nao reflete necessariamente mu-
dangas no numero de células, mas na magnitude do infiltrado celular e/ou estado de
ativagao de células especificas, como os astrécitos e a microglia [31]. Assim, o aumento
na drea proporcional indica uma resposta celular inflamatéria de maior magnitude.

Inicialmente, com auxilio do software Image J [143], selecionou-se a regido de in-
teresse na medula espinhal (RI-ME), conforme detalhado anteriormente. Em seguida,
o tecido imunoreativo dentro da regiao de interesse foi selecionado e de regiao imunore-
ativa, RI (Figura 3.6). Para isso, foram determinadas intensidades de fluorescéncia
minima e maxima que permitissem a selegdo apenas do tecido imunoreativo, ou seja,
o sinal fluorescente inespecifico (background) nao foi utilizado para a estimativa da
area proporcional. Para a estimativa da area proporcional, a area total ocupada pelo
tecido imunoreativo (RI) foi dividida pela drea da regido de interesse pré-selecionadas
na medula espinhal (RI-ME). Este calculo foi realizado considerando que as regioes de
interesse tinham tamanhos ligeiramente distintos. Sendo assim, obteve-se uma &rea
proporcional imunoreativa (API) para cada corte individualmente, expresso como por-
centagem da érea total do RI-ME. A seguir, calculou-se a média da drea proporcional
imunoreativa para cada grupo experimental. Os dados foram representados como a
média + E.P.M. da drea proporcional imunoreativa para GFAP e OX-42 em unidades
arbitrarias. Para melhor visualizagao das diferencas, os dados foram normalizados.
Selecionou-se o grupo que apresentava o maior valor de drea proporcional imunore-
ativa. Os grupos que apresentavam valor de drea proporcional imunoreativa menor
foram divididos pelo maior. Assim, o grupo cujo valor era maior ficou igual a 1 e os
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demais proporcionais. Esta normalizagao foi realizada apenas para a melhor visualiza-
gao das diferencgas, sendo que a andlise estatistica foi realizada sempre com os dados
brutos.

3.5.6 Contagem de leucdcitos no fluido sinovial

A quantificagdo de leucdcitos no fluido sinovial foi realizada segundo a técnica
previamente publicada por Bressan e colaboradores [20, 21]. Seis horas apds a injegao
de LPS, coletou-se 5 pl do fluido sinovial da articulagdo inflamada para o preparo
de uma lamina de esfregago, a qual foi posteriormente corada com May-Griinwald-
Giemsa. Estas laminas foram utilizadas para contagem diferencial de leucéeitos (MON,
mononucleares e PMN, polimorfonucleares) em microscépio dptico e objetiva de 100x
(Figura 3.7). A seguir, a cavidade sinovial foi lavada com 100 gl de solugéo fisiolégica
0,9 % contendo EDTA 5 %. Este lavado sinovial foi diluido em liquido de Turk (1:20)
por 5 minutos e uma aliquota foi colocada em camara de Neubauer para a contagem
total de leucéeitos (TL; células/mm?).

Figura 3.7: Leucécitos presentes no fluido sinovial de ratos. MON, monoucleares e PMN,
polimorfonucleares.

3.6 Protocolo experimental

O esquema a seguir (Figura 3.8) mostra um resumo do protocolo experimental
adotado no presente estudo.
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Figura 3.8: Protocolo experimental. (1) ratos Wistar macho naive receberam, inicialmente,
uma injegdo intra-articular de carragenina. O tratamento com diferentes far-
macos, pela via intratecal, foi realizado 20 minutos (2) antes da inje¢do intra-
articular de LPS (3). Uma hora apds o LPS, iniciou-se as medidas do tempo
de elevagao da pata e do didmetro articular (4). Ap6s 6 horas de avaliacao do
tempo de elevacao da pata e do diametro articular, coletou-se o fluido sinovial
(FS) seguido de perfusdo transcardiaca, procedimento necessdrio para a coleta
de um segmento da medula espinhal utilizado nos ensaios de imunohistoquimica.

3.7 Analise estatistica

A anilise estatistica foi realizada utilizando o software GraphPad Prism 3.0®.
Para andlise das curvas de incapacitacao e edema articular, utilizou-se ANOVA de uma
via para medidas repetidas. Assim, apenas as variabilidades entre os diferentes grupos
experimentais foi avaliada. Realizou-se a comparacao das curvas, como um todo,
entre os diferentes grupos experimentais. O relevante neste estudo foi verificar o efeito
dos farmacos sobre a intensidade da nocicepgao ou edema durante um determinado
periodo de tempo como um todo. Desta forma, considerou-se apenas uma variavel,
o que justifica e escolha do método estatistico. No caso da contagem de leucicitos
sinoviais e da drea proporcional imunoreativa utilizou-se ANOVA de uma via para
medidas simples. O pés teste de Dunnett foi aplicado sempre que a diferenga de
p < 0,05 foi detectada. Os grupos experimentais foram compostos de 6 animais e os
dados foram representados como a média£+E.P.M.
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4 Resultados

4.1 Curva dose-resposta dos efeitos do LPS na
incapacitacao e edema articular em ratos
sensibilizados com carragenina.

Uma curva dose-resposta de LPS foi realizada a fim de escolher a dose subméaxima
de LPS que permitisse observar tanto potencializagdo quanto inibigao da incapacitagdo
e do edema articular apds o tratamento dos ratos com diferentes farmacos. Setenta e
duas horas ap6s sensibilizagdo com carragenina (300 pg/20 pl/articulagdo), os ratos
receberam diferentes concentragoes de LPS intra-articular (0,003; 0,03; 30 ou 1000 ng)
(Figura 4.1). Assim, as doses escolhidas foram de 0,03 e 30 ng/50 pul .

Dentre as caracteristicas deste modelo, cabe salientar que apenas a combinagao
carragenina/LPS é capaz de produzir um processo inflamatério articular em que é
possivel avaliar a incapacitacdo e o edema articular até 6 horas apds a injegao intra-
articular de LPS. Duas injegoes de solugao fisioldgica 0,9 %, com intervalo de 72 horas
ou a combinagao de carragenina (300 pg/20 pl/articulagao)/solucao fisiolégica 0,9 %,
também com intervalo de 72 horas, nao promovem incapacitacao e edema articular
compardveis ao que é observado quando o estimulo é carragenina/LPS (Figura 4.2).
Além disso, a quantidade de LPS utilizada nos experimentos nao promove nocicepgao
e edema articular em articulagoes naive comparavel ao que é observado quando ocorre
a pré-sensibilizacdo com LPS (Figura 4.2).

29
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Figura 4.1: Curva dose-resposta dos efeitos do LPS na incapacitacdo e edema articular em
ratos sensibilizados com carragenina. LPS (50 pl) foi administrado por via intra-
articular 72 horas ap6s a carragenina (300 ug/20 pl). O grupo controle recebeu
solugao fisiolégica 0,9 % (SF). O tempo zero (0 h) representa a medida basal
da incapacitagao e edema articular coletados imediatamente antes da injegao de
LPS. Os dados representam a média + E.P.M. (n=6).
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Figura 4.2: Curva de carragenina/LPS (C/LPS), somente LPS (LPS), carragenina (C/SF)
ou solugdo fisiolégica (SF) intra-articular. C/LPS, LPS (30 ng) 72 horas apds
carragenina (300 pg); LPS, LPS 0,03 ou 30 ng 72 horas apds solucao fisioldgica;
C/SF, solugao fisiolégica (SF) 72 horas apds carragenina (C, 300 pg); SF, somente
solugdo fisioldgica (50 pl). Os dados representam a média = E.P.M. (n=6).
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4.2 Fluorocitrato e minociclina inibem a incapacitacao
e o aumento do diametro articular induzidos por
LPS.

A primeira etapa deste estudo foi avaliar o efeito dos inibidores da ativagao glial
(fluorocitrato e minociclina), administrados por via intratecal, na incapacita¢do e no
edema articular induzidos por LPS (30 ng; 50 pl; i.art.). Em paralelo, realizou-se a
contagem de leucécitos no fluido sinovial a fim de verificar uma possivel influéncia
destes inibidores sobre a migragao celular na articulagdo. O mecanismo de agao do
fluorocitrato envolve a inibi¢ao da enzima aconitase que, no ciclo de Krebs, é respon-
savel pela conversao do acetato em glutamina, um substrato que entra especificamente
nos astrécitos e microglia [58]. J& a minociclina, um derivado da tetracilcina, age es-
pecificamente na microglia e seus efeitos incluem a inibigdo das enzimas microgliais
¢xido nitrico sintase induzida e enzima conversora de IL-1/3 [178]. A microglia também
inibe a proliferagao das células microgliais e a ativagdo da proteina quinase ativada
por mitégeno p38 (MAPK p38) [178].

A incapacitagao articular foi avaliada através do tempo de elevacao da pata (TEP,
s), o edema articular através do aumento do diametro articular (DA, mm) e o infiltrado
de leucdcitos no fluido sinovial através da contagem de leucécitos totais (LT /mm?),
mononucleares (MON/mm?) e polimorfonucleares (PMN/mm?). As menores doses
de fluorocitrato (0,3 nmol; p < 0,01) e minociclina (6 nmol; p < 0,05 e 24 nmol;
p < 0,01) reduziram significativamente o aumento do didmetro articular induzido
pelo LPS, porém sem alterar a incapacitagao (Figura 4.3). Com o aumento da dose,
observou-se um incremento no efeito inibitério do fluorocitrato (1 e 3 nmol; p < 0,01)
e da minociclina (50 e 100 nmol; p < 0, 01) sobre o diametro articular, o que foi acom-
panhado de uma redugao significativa da incapacitagdo. A dose maior de fluorocitrato
(3 nmol) também reduziu a quantidade de leucécitos totais, mononucleares e polimor-
fonucleares no fluido sinovial (Tabela 4.1). Posteriormente, a fim de verificar se os
efeitos antinociceptivo e antiedematogénico do fluorocitrato e da minociclina intrate-
cal poderiam ser resultantes da sua difusdo para os tecidos periféricos, ambos foram
administrados 20 minutos antes do LPS pela via intraperitoneal. Apenas as doses
maiores de fluorocitrato e minociclina foram testadas considerando que estas doses
foram as que promoveram efeito inibitério tanto na incapacitacao quanto no diametro
articular. Ambos, fluorocitrato e minociclina intraperitoneal nao produziram efeitos
significativos sobre a incapacitacao e o diametro articular e nem sobre a migragao de
leucdcitos (Figura 4.4), sugerindo que nestas condigoes experimentais ndao ocorreu um
efeito sistémico adicional ao efeito medular destes farmacos.
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Figura 4.3: Fluorocitrato e minociclina intratecal inibem a incapacitagao (A, C) e o aumento
do didmetro articular (B, D) induzidos por LPS. Fluorocitrato e minociclina, cuja
dose esta representada em nanomoles, foram administrados por via intratecal 20
minutos antes do LPS (30 ng, i.art.). O grupo controle recebeu PBS (10 pl, i.t.).
Os dados representam a média + E.P.M. (n=6). * e ** representam a diferenca
estatistica em relagao ao controle com p < 0,05 e 0,01, respectivamente (Anova
de uma via para medidas repetidas seguida do pés teste de Dunnett).
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Tabela 4.1: Contagem de leucécitos no fluido sinovial 6 horas apds a injegao intra-articular
de LPS. Os dados sdo apresentados como a contagem total de leucéeitos (LT)
e a diferenca percentual em relacdo ao grupo controle. MON, mononucleares;
PMN, polimorfonuclears; LT, leucécitos totais; **, p<0,01.

TRATAMENTO | MON (%) | PMN (%) LT (%) LT (/mm?)
Fluorocitrato

controle 7250+1184
0,1 nmol -11,4414,7 | -9,8+12,0 1,7+13,8 67751908
0,3 nmol -28,84+15,4 | -31,2+24,5 | -34,3+18,1 | 6760+1312
1 nmol 25247,9 | -24,4£14,0 | -34,1£13,2 | 57704960
3 nmol -37,04£6,1** | -40,249,6* | -34,44+7,2** | 49914+780**
Minociclina

controle 5125+1073
6 nmol -15,8+14,2 | -27,74£9.9 -21,14£8,4 39661389
24 nmol -24,4410,9 | -40,5+10,7 | -31,8+12,8 34914453
50 nmol 4,9419,3 -51,6£13,2 | -21,14+10,3 40414527
100 nmol -2,54+12,6 -32,3£19,0 | -16,24+11,2 42914576
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Figura 4.4: Fluorocitrato (F) e minociclina (M) intraperitoneal ndo alteram a incapacitagio
(A), o aumento do didmetro articular (B) e a migracao de leucécitos (C) induzidos
por LPS. Fluorocitrato e minociclina foram administrados por via intraperitoneal
20 minutos antes do LPS (30 ng, i.art.). O grupo controle recebeu PBS (i.p.).
Os dados representam a média + E.P.M. (n=6). Nao houve diferenca estatistica
em relagdo ao grupo controle (A, B: Anova de uma via para medidas repetidas
seguida do pds teste de Dunnett; C: Anova de uma via seguida do pds teste de
Dunnett).
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4.3 Efeito da co-administracao de furosemida com
fluorocitrato ou minociclina na incapacitacao,
diametro articular e migracao de leucdcitos.

Uma possivel explicagdo para o efeito antiedematogénico significativo do fluo-
rocitrato e da minociclina é a inibi¢cdo do reflexo da raiz dorsal. Para testar esta
hipétese, utilizou-se a furosemida, uma ferramenta farmacolégica reconhecida por in-
ibir o co-transportador neuronal NKCC1 [196] e consequentemente modular o reflexo
da raiz dorsal [195]. Inicialmente, realizou-se uma curva dose-resposta dos efeitos da
furosemida intratecal (3, 10 e 30 ug) para avaliar seu perfil de a¢do no modelo de
artrite induzida por LPS e para escolher a dose mais apropriada a ser administrada
com fluorocitrato e minociclina. Furosemida inibiu de maneira dose-dependente a in-
capacitacdo e o aumento do diametro articular induzidos pelo LPS (Figura 4.5). A
maior dose de furosemida (furo; 30 ug) também inibiu a migragao de leucécitos totais
(controle: 10266 =+ 405; furo: 7091 £ 785 células/mm?®, p < 0,05) e mononucleares
(controle: 6604 + 185; furo: 4470 4 451 células/mm?, p < 0,05). A dose de 10 ug de
furosemida foi utilizada para co-administracao com fluorocitrato e minociclina pois foi
a menor dose efetiva tanto na inibigao da incapacitacao quanto do didmetro articular.

Na préxima etapa do estudo, furosemida (10 ug) foi adminitrada 5 minutos antes
da injecdo intratecal de fluorocitrato (3 nmol) ou minociclina (100 nmol). Os grupos
controle positivo receberam fluorocitrato ou minociclina intratecal co-administrados
com PBS (10 pl, i.t.). Tanto fluorocitrato quanto minociclina reproduziram os efeitos
antinociceptivo e antiedematogénico observados em experimentos anteriores. A co-
administracao de furosemida com fluorocitrato ou minociclina nao produziu efeito
inibitério adicional na incapacitac@o e nem no diametro articular (Figura 4.6). O
efeito inibitério do fluorocitrato na migragao de leucdcitos também nao foi alterado
quando co-administrado com PBS (Figura 4.7).
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Figura 4.5: Furosemida intratecal inibe a incapacitagao (A), o aumento do didmetro articular
(B) e a migracao de leucdcitos (C) induzidos por LPS. Furosemida intratecal foi
administrada 20 minutos antes do LPS (30 ng, i.art.). O grupo controle recebeu
solugao de bicarbonato de s6dio 1,29 % (pH 7,8; 10 ul, i.t.). Os dados representam
a média = E.P.M. (n=6). * e ** representam a diferenca estatistica em relagao
ao controle com p < 0,05 e 0,01, respectivamente (A, B: Anova de uma via para
medidas repetidas seguida do pés teste de Dunnett; C: Anova de uma via seguida
do pés teste de Dunnett).
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Furosemida nao alterou o efeito antinociceptivo e antiedematogénico do fluo-
rocitrato (A, B) e da minociclina (C, D). Furosemida (furos; 10 pg, i.t.) foi
administrada 5 minutos antes do fluorocitrato ou da minociclina. Fluorocitrato
(fluor, 3 nmol) ou minociclina (minoc, 100 nmol) foram administrados 20 minu-
tos antes do LPS (30 ng, i.art.). O grupo controle recebeu solugao de bicarbonato
de sédio 1,29 %, pH 7,8 ou PBS (10 pl, i.t.). Os dados representam a média +
E.P.M. (n=6). ** representa a diferenca estatistica em relacao ao controle com
p < 0,01 (Anova de uma via para medidas repetidas seguida do pds teste de

Dunnett).
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Figura 4.7: Furosemida nao altera o efeito do inibitério do fluorocitrato sobre a migracao de
leucécitos. Furosemida (furo; 10 pg, i.t.) foi administrada 5 minutos antes do
fluorocitrato. Fluorocitrato (fluor, 3 nmol) foi administrado 20 minutos antes
do LPS (30 ng, i.art.). O grupo controle recebeu PBS (10 pl, i.t.). Os dados
representam a média £ E.P.M. (n=6). * e ** representam a diferenga estatistica
em relagao ao controle com p < 0,05 e 0,01, respectivamente (Anova de uma via
seguida do pés teste de Dunnett).
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4.4 Aminoglutetimida nao altera os efeitos
antinociceptivo e antiedematogénico do
fluorocitrato e da minociclina.

Eventos que podem modular o eixo hipotdlamo-pituitaria-adrenal potencialmente
interferem com a resposta inflamatéria [88, 112]. A fim de verificar se o efeito antiede-
matogeénico do fluorocitrato e da minociclina estaria sob influéncia de um aumento nos
niveis de corticoides enddgenos, administrou-se o inibidor da sintese de corticéides, a
aminoglutetimida (50 mg/kg, oral) 60 minutos antes da inje¢ao intratecal de fluoroci-
trato (0,3 nmol) ou minociclina (24 nmol).Os controles incluiram os grupos que foram
pré-tratados com dgua destilada por via oral e posteriormente receberam fluorocitrato
(fluor) ou minociclina (minoc) intratecal e o grupo que recebeu aminoglutetimida (AG)
por via oral e PBS intratecal. O pré-tratamento com aminoglutetimida nao alterou
a incapacitagdo, o aumento do diametro articular e nem a migracao de leucdcitos
(Figura 4.8). Estes dados sugerem que o efeito antiedematogénico do fluorocitrato e
da minociclina nao ¢é influenciado por um possivel aumento nos niveis de corticéides
endogenos.
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Figura 4.8: Aminoglutetimida nao altera o efeito antinociceptivo (A) e antiedematogénico
(B) do fluorocitrato e da minociclina e ndo possui efeito sobre a migragao de
leucécitos (C). A aminoglutetimida (AG; 50 mg/kg, v.0.) foi administrada 60
minutos antes do fluorocitrato ou da minociclina. fluorocitrato e minociclina
foram administrados 20 minutos antes do LPS (30 ng, i.art.). Os controles in-
cluiram os grupos que foram pré-tratados com agua destilada por via oral e pos-
teriormente receberam fluorocitrato (fluor; 0,3 nmol, i.t.) ou minociclina (minoc;
24 nmol, i.t.) e o grupo que recebeu aminoglutetimida (AG) por via oral e PBS
intratecal. Os dados representam a média + E.P.M. (n=6). Nao houve diferenca
estatistica em rela¢ao ao grupo controle (A, B: Anova de uma via para medidas
repetidas seguida do pos teste de Dunnett; C: Anova de uma via seguida do pds
teste de Dunnett).
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4.5 LPS intra-articular aumenta a imunoreatividade do
GFAP e CD11b/c no corno dorsal da medula
espinhal de ratos.

O estado de ativagao dos astrocitos e da microglia foi avaliado 6 horas apds a
injegdo intra-articular de LPS através de imunofluorescéncia dupla. Os cortes de
medula espinhal foram incubados com os anticorpos anti-GFAP e OX-42, especifi-
cos para a marcacao de astricitos e microglia, respectivamente. A andlise quantita-
tiva foi realizada através da determinagao da area proporcional ocupada pelo tecido
imunoreativo. Os ratos naive apresentaram imunoreatividade basal para GFAP e OX-
42 distribuida de maneira homogénea na medula espinhal em ambas as substancias,
branca e cinzenta (Figura 4.9). Tanto os astrécitos quanto a microglia apresentaram
ramificacoes longas e finas distribuidas aleatoriamente em todas as diregoes a par-
tir do citoplasma perinuclear, caracterizando um estado de repouso ou de ativagao
basal destas células (Figura 4.10 A, C). Em resposta a injegdo intra-articular de LPS,
a glia ramificada transformou-se em células ativadas caracterizadas por hipertrofia e
retragdo dos processos celulares. A microglia adquiriu forma arredondada ou ame-
béide, uma alteragao morfolégica que indica que estas células estao no estado reativo
ou fagocitico (Figura 4.10 B, D). A hipertrofia dos astrdcitos e da microglia resultou
em um aumento significativo da area proporcional ocupada pelo tecido imunoreativo
(API), tanto para o GFAP (naive: 0,56 £ 0,08; LPS: 1,00 £ 0,05; p < 0,001) quanto
para o OX-42 (naive: 0,72 + 0,05; LPS: 1,00 = 0,04; p < 0,001) no corno dorsal
ipsilateral da medula espinhal (Figura 4.11 A, B). Curiosamente, o LPS também pro-
moveu aumento da drea proporcional no lado contralateral da medula espinhal (GFAP:
p < 0,001; OX-42: p < 0,01), porém este incremento na ativagao dos astrécitos e da
microglia fol menor que o observado no lado ipsilateral (GFAP - LPS ipsi x contralat-
eral: p < 0,001; OX-42 - LPS ipsi x contralateral: p < 0,001) (Figura 4.11 A, B). Nao
houve diferenga significativa na area proporcional quando comparados os lados contra
e ipsilateral dos ratos naive. Alteracoes na area proporcional imunoreativa dos grupos
naive e carragenina/LPS estao ilustrados na Figura 4.12 e na Figura 4.13.
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Figura 4.9: Imunoreatividade do GFAP e CD11b/c na medula espinhal de ratos. A, Anti-
GFAP, marcagao especifica para astrocitos; B, anticorpo OX-42, marcagao es-
pecifica para microglia; *, corno dorsal ipsilateral da medula espinhal; Escala:
200 pm.

astrécito microglia

naive

Figura 4.10: Morfologia dos astrécitos e da microglia na medula espinhal de ratos naive e
apés a injecao intra-articular LPS (30 ng). A, C: astrécitos e microglia ramifica-
dos, com processos celulares longos e finos; B, D: células ativadas caracterizadas
morfologicamente por hipertrofia, encurtamento dos processos celulares e for-
mato amebdide, particularmente da microglia. Escala: 10 pm.
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Figura 4.11: Aumento da 4rea proporcional imunoreativa (API) ao GFAP e OX-42 ipsi e

contralateral em ratos naive, 6 horas apés a injegao intra-articular LPS (30 ng).
Os dados representam a média + E.P.M. (n=6-8 cortes/rato; n=6 ratos). ** e
*** representam a diferenga estatistica em relagao ao controle com p < 0,01 e
0,001, respectivamente (Teste ¢ de Student).
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ipsilateral contralateral

naive

Figura 4.12: Alteragdes na drea proporcional imunoreativa para GFAP (astrécitos) em ratos
naive e tratados com carragenina/LPS. Os painéis sdo imagens representativas
da imunoreatividade para GFAP no corno dorsal ipsi (A, C) e contralateral (B,
D) da medula espinhal (L4-L5). As inser¢oes apresentam uma por¢ao represen-
tativa da drea proporcional imunoreativa para cada grupo. A, B: imunoreativi-
dade basal para o GFAP em ratos naive; C, D: aumento da &rea proporcional
ocupada pelo tecido imunoreativo ao GFAP em ratos que receberam injegao
intra-articular de carragenina/LPS. Escala: 100 pm.
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ipsilateral contralateral

naive
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Figura 4.13: Alteragdes na drea proporcional imunoreativa para OX-42 (microglia) em ratos
naive e tratados com carragenina/LPS. Os painéis sao imagens representativas
da imunoreatividade para OX-42 no corno dorsal ipsi (A, C) e contralateral (B,
D) da medula espinhal (L4-L5). As inser¢oes apresentam uma por¢ao represen-
tativa da drea proporcional imunoreativa para cada grupo. A, B: imunoreativi-
dade basal para OX-42 em ratos naive; C, D: aumento da drea proporcional
ocupada pelo tecido imunoreativo ao OX-42 em ratos que receberam injegao
intra-articular de carragenina/LPS. Escala: 100 pm.
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4.6 Fluorocitrato e minociclina reduzem a expressao
de GFAP e OX-42 no corno dorsal ipsilateral da
medula espinhal de ratos.

Nesta etapa do estudo avaliou-se o efeito do fluorocitrato e da minociclina na area
proporcional ocupada pelo tecido imunoreativo ao GFAP e ao OX-42 parametro uti-
lizado na avaligao do estado de ativagao de astrécitos e da microglia, respectivamente.
As mesmas doses de fluorocitrato e minociclina que promoveram inibi¢ao da incapac-
itagao e do edema articular também promoveram reducao significativa da area pro-
porcional ocupada pelo tecido imunoreativo ao GFAP (p < 0,01) e OX-42 (p < 0,01)
(Figura 4.14). As alteragdes na drea proporcional imunoreativa dos grupos naive, LPS,
fluorocitrato 3 nmol e minociclina 100 nmol estao ilustrados na Figura 4.15.
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Figura 4.14: Fluorocitrato (A, B) e minociclina (C, D) reduzem a érea proporcional imunore-

ativa (API) para GFAP e OX-42 no corno dorsal ipsilateral da medula espinhal.
Fluorocitrato e minociclina, cuja dose estéd representada em nmol, foram admin-
istrados por via intratecal 20 minutos antes do LPS (30 ng, i.art.). O grupo
controle recebeu PBS (10 pl, i.t.). Os dados representam a média + E.P.M.
(n=6-8 fatias/rato; n=6 ratos). * e ** representam a diferenca estatistica em
relagdo ao controle (LPS) com p < 0,05 e 0,01, respectivamente. # representa
a diferenca estatistica entre os grupos naive e LPS com p < 0,001, 6 horas apés
a administragao de LPS (Anova de uma via seguida do pés teste de Dunnett).



Capitulo 4.

Resultados 49

Figura 4.15:

GFAP OX-42
g0 b

Alteragoes na drea proporcional imunoreativa em ratos naive, controle (LPS) e
tratados com fluorocitrato (F3, 3 nmol) ou minociclina (M100, 100 nmol). Os
painéis representam a imunoreatividade para GFAP (A, B, C e D) e OX-42 (A’
B’, C’ e D’) no corno dorsal ipsilateral da medula espinhal (L4-L5). As inser¢oes
apresentam uma porgao representativa da drea proporcional imunoreativa para
cada grupo. A, A’: imunoreatividade basal para GFAP e OX-42 em ratos naive;
B, B’: aumento da drea proporcional ocupada pelo tecido imunoreativo ao GFAP
e OX-42 no grupo que recebeu injecdo intra-articular de LPS; C, C’ e D, D”:
redugao da drea proporcional ocupada pelo tecido imunoreativo ao GFAP e OX-
42 nos grupos que receberam fluorocitrato ou minociclina intratecal. Escala:
100 pm.
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4.7 Anti-fractalcina inibe a incapacitacao, o aumento
do diametro articular, a migracao de leucécitos no
fluido sinovial e a imunoreatividade do GFAP e
CD11b/c na medula espinhal.

Os resultados previamente obtidos neste estudo apontam para o envolvimento da
ativagao de astrocitos e microglia na geragao e manutengao da nocicepgao e edema
articular induzidos pelo LPS. A préoxima etapa foi avaliar quais substancias poderiam
estar mediando a interagao neurénio-glia na medula espinhal. Estudos prévios na
literatura sugerem que mediadores liberados dos neur6nio na medula espinhal em
resposta a estimulos periféricos como lesdo e/ou inflamagao de nervos podem interagir
com receptores localizados nas células gliais induzindo sua ativagao [193]. Dentre
estas substancias encontra-se a fractalcina, uma quimiocina expressa constitutivamente
em neuronios, liberada na forma soliivel apés intensa atividade neuronal [27] e que
se liga & receptores exclusivamente presentes na glia [70, 186]. Sendo assim, nesta
etapa do estudo verificou-se o envolvimento da fractalcina na gera¢ao e manutencao da
incapacitagao e do edema articular induzidos pelo LPS. Inicialmente, administrou-se o
anticorpo anti-fractalcina por via tecal a fim de neutralizar a fractalcina possivelmente
liberada endogenamente devido a inflamacao articular induzida pelo LPS. A anti-
fractalcina (aF) reduziu significativamente tanto a incapacitacdo/tempo de elevagido
da pata (TEP controle: 44,5 &+ 2,7 s; aF 0,1 pg: 43,9 + 44 s; aF 1 pg: 38,2 + 32 s,
p < 0,01) quanto o aumento do didmetro articular (DA controle: 0,75 £+ 0,09 mm;
aF 0,1 pg: 0,68 £ 0,09 mm; aF 1 pg: 0,36 £+ 0,10 mm, p < 0,01) induzidos pelo LPS
e promoveu uma significativa redu¢ao da contagem de leucdcitos no fluido sinovial
mononucleares (p < 0,05), polimorfonucleares (p < 0,05) e leucdcitos totais (p < 0,05)
(Figura 4.16). Os efeitos antinociceptivo e anti-inflamatério da fractalcina intratecal
foram acompanhados de uma reducao significativa da drea proporcional ocupada pelo
tecido imunoreativo ao GFAP (p < 0,001) e OX-42 (p < 0,001) (Figura 4.17). Estes
dados apontam para a fractalcina como sendo umas das substéancias liberadas pelos
neurdnios na medula espinhal em resposta a inflamagao articular induzida pelo LPS
que estaria contribuindo para a ativagao glial.
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Figura 4.16: Anti-fractalcina foi administrada por via intratecal 20 minutos antes do LPS
(30 ng, i.art.). O grupo controle recebeu soro pré-imune (SP, 10 pl, i.t.). Os
dados representam a média + E.P.M. (n=6). * e ** representam a diferenca
estatistica em relagao ao controle com p < 0,05 e 0,01 respectivamente (A, B:
Anova de uma via para medidas repetidas seguida do pés teste de Dunnett; C:
Anova de uma via seguida do pds teste de Dunnett).
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Figura 4.17: Anti-fractalcina reduz a rea proporcional imunoreativa (API) para GFAP (A)
e OX-42 (B) no corno dorsal ipsilateral da medula espinhal. Anti-fractalcina
(aFrac; 1 pg) foi administrada por via intratecal 20 minutos antes do LPS (30
ng, i.art.). O grupo controle recebeu soro pré-imune (SP, 10 pul, i.t.). Os dados
representam a média + E.P.M. (n=6-8 fatias/rato; n=6 ratos). *** representa
a diferenga estatistica em relagao ao controle (LPS) com p < 0,001. # repre-
senta a diferenga estatistica entre os grupos naive (N) e LPS com p < 0,001, 6
horas apés a administragao de LPS (Anova de uma via seguida do pés teste de
Dunnett).
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4.8 Fractalcina exégena aumenta a incapacitacao, o
diametro articular e a migracao de leucécitos
induzidos por LPS.

Posteriormente, verificou-se qual o efeito da administracao intratecal de fractal-
cina exdgena na incapacita¢ao, no aumento do diametro articular e na migragao de
leucéeitos induzidos por LPS. A dose de LPS utilizada neste experimento foi de 0,03
ng, pois produz curvas de incapacitacao e aumento do diametro articular submaximas
permitindo a visualizacao de potencializagao apds a injegao intratecal de farmacos.
Fractalcina produziu um aumento significativo e dose-dependente do diametro artic-
ular (0,3 e 30 ng, p < 0,01) e da contagem de leucéeitos mononucleares (0,3 e 30 ng,
p < 0,05), polimorfonucleares (0,03; 0,3 e 30 ng p < 0,05) e leucéeitos totais (0,3 e
30 ng, p < 0,05) (Figura 4.18). Adicionalmente verificou-se se os efeitos hipernoci-
ceptivo e proedematogénico da fractalcina poderiam ser resultantes da difusao deste
farmaco para fora da medula espinhal e consequentemente de um efeito sistémico
adicional ao efeito medular. Para isso, fractalcina (30 ng) foi administrada por via
sistémica (intravenosa) nas mesmas condigoes do experimento em que se avaliou seu
efeito intratecal. Nestas condigoes, fractalcina ndo produziu efeito significativo sobre
a incapacitagao (TEP controle: 21,4 + 2,7 s; frac: 20,2 &+ 1,2 s) e edema articular (DA
controle: 0,50 £ 0,01 mm; frac: 0,46 & 0,08 mm) e nem sobre a contagem de leucécitos
mononucleares (controle: 643 + 136; frac: 727 & 128 células/mm?), polimorfonucle-
ares (controle: 156 + 28; frac:130 £ 50 células/mm?) e leucdcitos totais (controle:
800 =+ 139; frac: 858 £ 139 células/mm?) (Figura 4.19).
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Figura 4.18: Fractalcina intratecal aumenta a incapacita¢ao, o diametro articular e a mi-
gragao de leucécitos induzidos por LPS. Fractalcina foi administrada por via
intratecal 20 minutos antes do LPS (0,03 ng, i.art.). O grupo controle rece-
beu PBS (10 ul, i.t.). Os dados representam a média + E.P.M. (n=6). * e **
representam a diferenca estatistica em relagdo ao controle com p < 0,05 e 0,01
respectivamente (A, B: Anova de uma via para medidas repetidas seguida do
pos teste de Dunnett; C: Anova de uma via seguida do pés teste de Dunnett).
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Figura 4.19: Fractalcina intravenosa nao altera a incapacitagdo, o didmetro articular e a
migracao de leucécitos induzidos por LPS. Fractalcina foi administrada por via
intravenosa 20 minutos antes do LPS (0,03 ng, i.art.). O grupo controle recebeu
PBS (10 pl, i.t.). Os dados representam a média + E.P.M. (n=6). (A, B: Anova
de uma via para medidas repetidas seguida do péds teste de Dunnett; C: Anova
de uma via seguida do péds teste de Dunnett).



Capitulo 4. Resultados 56

4.9 Fluorocitrato reverte os efeitos hipernociceptivo e
pro-edematogénico da fractalcina.

Considerando que os efeitos da fractalcina podem ser devidos a sua agao na ati-
vagao da glia, realizou-se o pré-tratamento dos ratos com fluorocitrato (0,1 nmol; i.t.)
5 minutos antes da administracio de fractalcina (30 ng; i.t.). O objetivo desta etapa
do estudo foi verificar se o bloqueio parcial da ativagao glial seria capaz de reverter
as agoes da fractalcina. Tanto fractalcina quanto fluorocitrato co-administrados com
PBS reproduziram os efeitos observados em experimentos anteriores (Figura 4.3 e
Figura 4.18). O pré-tratamento com fluorocitrato reverteu a hipernocicep¢ao, o efeito
pro-edematogénico da fractalcina e o aumento na contagem de leucécitos mononucle-
ares (Figura 4.20). O fluorocitrato intratecal reduziu a drea proporcional imunoreativa
para GFAP e OX-42 no corno dorsal ipsilateral da medula espinhal, enquanto que a
fractalcina aumentou significativamente apenas a area proporcional imunoreativa para
GFAP. O fluorocitrato reverteu significativamente o aumento da érea proporcional
imunoreativa para GFAP induzido pela fractalcina (Figura 4.21).
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Figura 4.20: Fluorocitrato reverte os efeitos hipernociceptivo e pré-edematogénico da frac-
talcina. Fluorocitrato (fluor; 0,1 nmol, i.t.) foi adminstrado 5 minutos antes
da fractalcina. Fractalina (frac; 30 ng, i.t.) foi administrada 20 minutos antes
do LPS (0,03 ng, i.art.). O grupo controle recebeu PBS (10 pl, i.t.). Os da-
dos representam a média = E.P.M. (n=6). * representa a diferenca estatistica
em relagao ao controle com p < 0,05 (A, B: Anova de uma via para medidas
repetidas seguida do pds teste de Dunnett; C: Anova de uma via seguida do po6s
teste de Dunnett).
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Figura 4.21: Efeito da co-administracao de fluorocitrato com fractalcina na area proporcional

imunoreativa (API) para GFAP (A) e OX-42 (B) no corno dorsal ipsilateral da
medula espinhal. Fluorocitrato (F; 0,1 nmol, i.t.) foi administrado 5 minutos
antes da fractalcina. Fractalcina (Frac; 30 ng, i.t.) foi administrada 20 minutos
antes do LPS (0,03 ng, i.art.). O grupo controle recebeu PBS (10 pl, i.t.). Os
dados representam a média + E.P.M. (n=6-8 fatias/rato; n=6 ratos). * e **
representam a diferenca estatistica em relagao ao controle (LPS) com p < 0,05 e
p < 0,01, respectivamente. # representa a diferenca estatistica entre os grupos
naive (N) e LPS (p < 0,001); § representa a diferenca estatistica entre os grupos
fractalcina (Frac) e fluorocitrato (F) co-administrado com fractalcina (F/Frac)
com p < 0,01, 6 horas apds a administragao de LPS (Anova de uma via seguida
do pés teste de Dunnett).
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4.10 Anti-TNF-«a reverte os efeitos hipernociceptivo e
pro-edematogénico da fractalcina.

Estudos prévios demonstraram que estados de dor exagerada estao associados a
ativagao glial no sistema nervoso central [50, 48, 193, 57]. A glia ativada libera substan-
cias capazes de interagir com os receptores presentes nos neuronios da medula espinhal,
alterando sua atividade e, desta forma, contribuindo para a geragao e a manutengao
da dor [76, 171]. O TNF-« tem sido cogitado como uma destas substancias. Desta
forma, a fim de verificar se o efeito da fractalcina, substancia que ativa as células gli-
ais, poderia envolver a liberagdo de TNF-a da glia na medula espinhal, administrou-se
o anticorpo anti-TNF-a por via intratecal 5 minutos antes da fractalcina. Inicial-
mente realizou-se uma curva dose-resposta de anti-TNF-« intratecal. A dose menor
de anti-TNF-« (0,1 pg) j& promoveu inibigdo méxima do diametro (p < 0,001) e da
incapacitagao articular (p < 0,05). As doses maiores (0,5 e 1 ug) mantiveram o efeito
anti-edematogénico (p < 0,001) mas perderam o efeito anti-nociceptivo (Figura 4.22).
A maior dose de anti-TNF-«a (1 ug) também reduziu a migracao de leucéeitos no flu-
ido sinovial. A dose de 0,1 pg de anti-TNF-« foi selecionada para ser co-administrada
com fractalcina porque foi a dose efetiva em reduzir ambos, incapacitagio e diametro
articular. A administragao de anti-TNF-a 5 minutos antes da fractalcina resultou em
reversao tanto do efeito hipernociceptivo quanto pré-edematogénico desta quimiocina
(Figura 4.23). Anti-TNF-« ou fractalcina co-administrados com PBS reproduziram
os efeitos observados nos experimentos anteriores. Exceto para o anti-TNF-a/PBS, o
qual nao promoveu efeito anti-edematogénico neste experimento, possivelmente dev-
ido & dose do estimulo flogistico, o LPS, ser menor (0,03 ng) e ndo produzir aumento
do didmetro articular sensivel a inibi¢do com anti-TNF-a. O anti-TNF-« intratecal
reduziu a drea proporcional imunoreativa para GFAP (p < 0,01 ) e OX-42 (p < 0,05)
no corno dorsal ipsilateral da medula espinhal, enquanto que a fractalcina aumentou
significativamente apenas a drea proporcional imunoreativa para GFAP (p < 0,01). A
co-administracao de anti-TNF-a com fractalcina nao alterou significativamente a drea
proporcional imunoreativa para GFAP e OX-42 (Figura 4.24).
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Figura 4.22: Anti-TNF-« intratecal inibe a incapacitagdo e o aumento do didmetro articular
induzidos por LPS. Anti-TNF-« foi administrado 20 minutos antes do LPS (30
ng, i.art.). O grupo controle recebeu PBS (10 pl, i.t.). Os dados representam a
média £ E.P.M. (n=6). * e *** representam a diferenga estatistica em relacio
ao controle com p < 0,05 e 0,001, respectivamente (A, B: Anova de uma via
para medidas repetidas seguida do pds teste de Dunnett; C: Anova de uma via
seguida do pds teste de Dunnett).
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Figura 4.23: Anti-TNF-« reverte os efeitos hipernociceptivo e pré-edematogénico da fractal-
cina. Anti-TNF-« (0,1 pg, i.t.) foi administrado 5 minutos antes da fractalcina.
Fractalcina (frac; 30 ng, i.t.) foi administrada 20 minutos antes do LPS (0,03
ng, i.art.). O grupo controle recebeu PBS (10 pl, i.t.). Os dados representam
a média = E.P.M. (n=6). * e ** representam a diferenca estatistica em relagao
ao controle com p < 0,05 e 0,01, respectivamente (A, B: Anova de uma via
para medidas repetidas seguida do pés teste de Dunnett; C: Anova de uma via
seguida do pds teste de Dunnett).
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Figura 4.24: Efeito da co-administracao de anti-TNF-« com fractalcina (aT/F) na area pro-

porcional imunoreativa (API) para GFAP e OX-42 no corno dorsal ipsilateral da
medula espinhal. Anti-TNF-« (aTNF; 0,1 pg, i.t.) foi administrado 5 minutos
antes da fractalcina. Fractalcina (Frac; 30 ng, i.t.) foi administrada 20 minutos
antes do LPS (0,03 ng, i.art.). O grupo controle recebeu PBS (10 pl, i.t.). Os
dados representam a média + E.P.M. (n=6-8 fatias/rato; n=6 ratos). * e¢ **
representam a diferenga estatistica em relagao ao controle (LPS) com p < 0,05
e p < 0,01, respectivamente. # representa a diferenca estatistica entre os gru-
pos naive (N) e LPS (p < 0,001); § representa a diferenca estatistica entre os
grupos fractalcina (Frac) e anti-TNF-a (aT) co-administrado com fractalcina
(aT/Frac) com p < 0,05, 6 horas apds a administracao de LPS (Anova de uma
via seguida do pés teste de Dunnett).



Capitulo 4. Resultados 63

4.11 TNF-a exégeno aumenta a incapacitacao e o
diametro articular induzidos por LPS.

Posteriormente verificou-se qual o efeito da administracao intratecal de TNF-«
exdgeno na incapacitacdo, no aumento do diametro articular e na migracao de leucdci-
tos induzidos por LPS. A dose de LPS utilizada neste experimento foi de 0,03 ng, pois
produz curvas de incapacitagdo e aumento do didmetro articular subméximas per-
mitindo a visualizagao de potencializacao apds a injegao intratecal de farmacos. TNF-
« produziu um aumento significativo e dose-dependente do didmetro articular (1 e 100
pg, p < 0,001; 10, p < 0,05; ). Curiosamente, apenas a dose menor (1 pg) promoveu
exacerbacao da incapacitagao articular induzida por LPS (p < 0,001) (Figura 4.25). O
TNF-a nao alterou significativamente a migragao de leucécitos totais, mononucleares
e polimorfonucleares para o fluido sinovial e nem a drea proporcional imunoreativa
para GFAP e OX-42 no corno dorsal ipsilateral da medula espinhal (Figura 4.26).
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Figura 4.25: TNF-« intratecal aumenta a incapacitacao e o diametro articular induzidos por
LPS. TNF-« foi administrado 2 horas antes do LPS (0,03 ng, i.art.). O grupo
controle recebeu PBS (10 pul, i.t.). Os dados representam a média + E.P.M.
(n=6). * e *** representam a diferenga estatistica em relagdo ao controle com
p < 0,05 e 0,001, respectivamente (A, B: Anova de uma via para medidas
repetidas seguida do pos teste de Dunnett; C: Anova de uma via seguida do pés
teste de Dunnett).
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Figura 4.26: O TNF-a ndo alterou a drea proporcional imunoreativa (API) para GFAP (A)
e OX-42 (B) no corno dorsal ipsilateral da medula espinhal. O TNF-« (100
ug) foi administrado por via intratecal 20 minutos antes do LPS (30 ng, i.art.).
O grupo controle recebeu PBS (10 pl, i.t.). Os dados representam a média
+ E.P.M. (n=6-8 fatias/rato; n=6 ratos). # representa a diferenca estatistica
entre os grupos naive (N) e LPS com p < 0,001, 6 horas apés a admnistragao
de LPS (Anova de uma via seguida do pés teste de Dunnett).
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4.12 Talidomida intraperitoneal inibe a incapacitacao,
o aumento do diametro articular e a migracao de
leucécitos induzidos por LPS.

A talidomida é farmaco reconhecido por inibir a produgao de TNF-«, uma citocina
envolvida no desenvolvimento e na manutengao da inflamagao e da dor em diferentes
doengas incluindo as artropatias [156, 123, 182, 20]. Neste estudo, avaliou-se inicial-
mente o efeito da talidomina administrada pela via intraperitoneal 1 hora antes da
injegao intra-articular de LPS. O tratamento sistémico com talidomida promoveu uma
redugdo dose-dependente da incapacitagdo, do diametro articular e da migracao de
leucdcitos para o fluido sinovial (Figura 4.27). As doses menores de talidomida j&
produziram efeito inibitério significativo do didmetro articular (10 mg/kg, p < 0,01)
enquanto que nao alteraram a incapacitagdo. Com o aumento da dose, o efeito antiede-
matogénico ficou ainda mais pronunciado (30 e 100 mg/kg, p < 0,01) e foi acom-
panhado de inibicdo da incapacitacdo (30 e 100 mg/kg, p < 0,01). A talidomida
promoveu uma redugao significativa e dependente da dose da migracao de leucdcitos
totais, mononucleares e polimorfonucleares (Figura 4.27 C).
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Figura 4.27: Talidomida inibe a incapacitagao, o aumento do diametro articular e a migracao
de leucécitos induzidos por LPS. Talidomida (i.p.) foi administrada 1 hora
minutos antes do LPS (30 ng, i.art.). As doses estao representadas em mg/kg.
O grupo controle recebeu DMSO 1 % em PBS (i.p.). Os dados representam a
média = E.P.M. (n=6). * e ** representam a diferenga estatistica em relagao
ao controle com p < 0,05 e 0,01, respectivamente (A, B: Anova de uma via
para medidas repetidas seguida do pds teste de Dunnett; C: Anova de uma via
seguida do pés teste de Dunnett).
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4.13 Talidomida intratecal inibe a incapacitacao, o
aumento do diametro articular e a migracao de
leucécitos induzidos por LPS.

Tendo em vista que o TNF-a demonstrou estar envolvido no processo de sen-
sibilizagdo central contribuindo, assim, para o desenvolvimento e a manutengao da
nocicepgao e do edema inflamatério desencadados pelo LPS, investigou-se qual seria o
efeito de um bloqueio central da producao desta citocina. Para isso, a talidomida foi
administrada pela via intratecal 20 minutos antes do LPS. Nestas condigoes, ambas
as doses de talidomida testadas (10 e 100 ug) promoveram uma redugio significativa
da incapacitagdo (p < 0,01) e do edema articular (p < 0,001). Curiosamente, a
talidomida também reduziu a da migracao de leucécitos polimorfonucleares no fluido
sinovial (Figura 4.28).

Considerando os efeitos hiponociceptivo e antiedematogénico da talidomida obti-
dos no experimento anterior, verificou-se se tais efeitos poderiam ser resultantes da
difusao deste farmaco para fora da medula espinhal e consequentemente de um efeito
sistémico adicional ao efeito medular. Para isso, a talidomida foi administrada pela
via subcuténea nas mesmas condi¢oes do experimento em que se avaliou seu efeito
intratecal. Nestas condigdes, apenas a dose maior (100 ug) promoveu efeito inibitério
significativo na incapacitacao e na migragao de leucdcitos, enquanto que nenhuma dose
foi capaz de alterar significativamente o didametro articular (Figura 4.29).
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Figura 4.28: Talidomida intratecal reduz a incapacitacao, o aumento do didmetro articular e
a migragao de leucéeitos induzidos por LPS. Talidomida (i.t.) foi administrada
20 minutos antes do LPS (30 ng, i.art.). O grupo controle recebeu DMSO 1
% em PBS (10 pl, i.t.). Os dados representam a média + E.P.M. (n=6). *, **
e ** representam a diferenca estatistica em relagdo ao controle com p < 0,05,
0,01 e 0,001, respectivamente (A, B: Anova de uma via para medidas repetidas
seguida do pds teste de Dunnett; C: Anova de uma via seguida do pds teste de
Dunnett).
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Figura 4.29: Talidomida subcutanea em dose baixa nao altera a incapacitagao, o aumento do
didmetro articular e a migragao de leucdcitos induzidos por LPS. Talidomida foi
administrada 20 minutos antes do LPS (30 ng, i.art.). O grupo controle recebeu
DMSO 1 % em PBS (s.c.). Os dados representam a média = E.P.M. (n=6). *
e ** representam a diferenca estatistica em relacao ao controle com p < 0,05 e
0,01, respectivamente (A, B: Anova de uma via para medidas repetidas seguida
do pés teste de Dunnett; C: Anova de uma via seguida do pés teste de Dunnett).
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4.14 Talidomida intraperitoneal e intratecal reduzem a
expressao de GFAP e OX-42 no corno dorsal
ipsilateral da medula espinhal de ratos.

O efeito da talidomida sobre a atividade dos astrdcitos e da microglia na medula
espinhal foi avaliado através da determinagao da area proporcional imunoreativa para
GFAP (astrécitos) e OX-42 (microglia). Tanto o tratamento sistémico, que promoveu
inibigdo da incapacitacao, do diametro articular e da migragao de leucdcitos, quanto o
intratecal reduziram significativamente a drea proporcional imunoreativa para ambos,

GFAP e OX-42 (Figura 4.30).
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Figura 4.30: Talidomida reduz a drea proporcional imunoreativa (API) para GFAP e OX-42
no corno dorsal ipsilateral da medula espinhal. Talidomida foi administrada 60
ou 20 minutos antes do LPS (30 ng, i.art.) por via intraperitoneal ou intratecal,
respectivamente. O grupo controle recebeu DMSO 1 % em PBS (i.t. ou i.p.).
Os dados representam a média =+ E.P.M. (n=6-8 fatias/rato; n=6 ratos). **
representa a diferenca estatistica em relagdo ao controle (LPS) com p < 0,01.
# representa a diferenga estatistica entre os grupos naive e LPS com p < 0,001,
6 horas apés a admnistragio de LPS (Anova de uma via seguida do pds teste
de Dunnett).
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5 Discussao

O tratamento de doencas em que a causa ainda é desconhecida e, nas quais,
o componente inflamatério apresenta grande importancia no desenvolvimento e na
manutengao dos sintomas, tem sido um dos grandes desafios na clinica médica. As
artropatias, por exemplo, sdo doengas que comprometem seriamente a qualidade de
vida das pessoas e cujo tratamento, baseado na inibigdo dos processo inflamatério
articular, ainda deixa a desejar. Investigagoes recentes tém sugerido que, além do
componente inflamatério periférico, o sistema nervoso central também participa di-
reta ou indiretamente, interagindo com o sistema imune, para o desenvolvimento e
manutengao, por exemplo, da dor persistente em diversas doengas [118]. No entanto,
ainda muito pouco foi explorado sobre o papel do sistema nervoso central na inflamagao
que ocorre em doengas como a artrite. Baseado na hipdtese deste estudo, as células
gliais podem interagir com os neurdnios na medula espinhal e alterar a inflamagao
periférica. Desta forma, a modulagdo de um evento que ocorre no sistema nervoso
central emerge como um potencial alvo para o desenvolvimento de novas estratégias
terapéuticas.

5.1 Evidéncias da modulacao da inflamacao articular
pela glia.

Os estudos apontam que a glia, especificamente astrdcitos e microglia, contribui
para o desenvolvimento e manutengio da dor patoldgica e cronica [118]. Além disso,
existem evidéncias de que o sistema nervoso central é capaz de influenciar a resposta
inflamatdéria em tecidos periféricos. Exemplos disso incluem a reducao no actimulo de
leucdcitos em tecidos periféricos apés a estimulagao de receptores de adenosina [18, 170]
e o bloqueio da inflamagao articular com antagonistas do receptor nao-NMDA, como
o CNQX [167, 147]. Moléculas de sinaliza¢ao incluindo a MAP quinase p38, expressa
principalmente na microglia e numa pequena populagao de neurdnios das laminas 1
e IT da medula espinhal, também tém demostrado estarem envolvidas na modulagao
de respostas inflamatérias periféricas [68, 19]. O bloqueio seletivo da MAP quinase
p38 reduz o edema de pata, a inflamacao sinovial e as evidéncias radiogréficas de de-
struigao articular na artrite induzida por adjuvante em ratos [19]. O presente estudo
demonstrou que a inibicao da atividade de astrécitos e da microglia, com fluoroci-
trato e minociclina, respectivamente, reduz significativamente o edema e o acimulo de
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leucécitos na articulagao do joelho de ratos monoartriticos. A especificidade do fluo-
rocitrato e da minociclina para as células gliais [58, 178] constitui uma evidéncia direta
do envolvimento destas células nos efeitos periféricos observados no presente estudo,
quando comparado com os estudos citados anteriormente. Além disso, o edema artic-
ular foi reduzido por doses de farmaco menores que as requeridas para a inibi¢ao da
nocicepgao, sugerindo que o mecanismo envolvido no controle medular da inflamagao
periférica é mais sensivel a inibigao da funcao glial que os mecanismos envolvidos na
transmissao da nocicepgao.

Uma explicagdo para o efeito do fluorocitrato e da minociclina neste estudo é
a inibicdo da sensibilizagao central que ocorre no corno dorsal da medula espinhal e
a consequente reducao do reflexo da raiz dorsal. O aumento da sensibilizagdo nas
sinapses do corno dorsal tem demonstrado ser critica para a geragao de potenciais de
acao antidromicos retrogrados nos terminais centrais das fibras aferentes primaérias,
os quais saem para fora da medula espinhal em dire¢ao aos terminais periféricos num
evento chamado de reflexo da raiz dorsal [196]. O reflexo da raiz dorsal pode aumentar
a liberagao de peptideos vasoativos [83] e possivelmente prostaglandina E2 [28, 9] dos
nociceptores, o que contribui para a inflamagao articular. Através da inibi¢ao da ati-
vagao de astrécitos e da microglia, fluorocitrato e minociclina podem estar suprimindo
a liberacao de mediadores na medula espinhal responsaveis por sensibilizar os termi-
nais centrais das fibras aferentes primarias e gerar o reflexo da raiz dorsal [65, 132].

O reflexo da raiz dorsal é um fenomeno dependente do gradiente de {ons cloreto
mantido pelo co-transportador NKCC1 [196], o qual é sensivel ao bloqueio da furosemida
[133]. Desta forma, a furosemida e outros diuréticos de al¢a tém sido usados para
inibir a despolarizagao aferente primaria que leva a geracao do reflexo da raiz dorsal
[151]. De acordo com a hipdtese proposta anteriormente, a administra¢ao intratecal de
furosemida reduziu o edema articular e a nocicepgao. Além disso, a co-administragao
de furosemida com fluorocitrato ou minociclina reduziu os efeitos antiedematogénico
e hiponociceptivo quando comparado com os efeitos produzidos pela furosemida soz-
inha. Estes achados sugerem que os efeitos dos inibidores da glia, bem como o efeito da
furosemida neste modelo, podem ser mediados pelo mesmo mecanismo, ou seja, a in-
ibicao da geracao do reflexo da raiz dorsal. Se os inibidores da ativagao glial estivessem
atuando por um mecanismo de agdo complementar, seria observado uma somacgao de
efeitos. Além disso, o efeito antiedematogénico do fluorocitrato e da minociclina nao
foi revertido pela aminoglutetimida, sugerindo que um possivel aumento dos niveis de
esteréides endégenos, devido a estimulagao da medula espinhal ou outras condigoes
estressantes inesperadas, parece nao ser o responsavel pelo efeito antiedematogénico
do fluorocitrato e da minociclina. Estudos prévios demonstraram que, condigoes es-
tressantes como o exercicio fisico, sdo capazes de alterar o edema articular em ratos,
o qual é previnido pelo tratamento com aminoglutetimida.

Mudangas no estado de ativagao dos astrécitos e da microglia podem ser caracteri-
zadas através de diferentes parametros, incluindo o aumento da expressao de moléculas
como os filamentos intermedidrios presentes no citoplasma dos astrécitos (GFAP, glial
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fibrilary acidic protein) e as integrinas 42 (CD11b e CD11c) presentes na microglia,
moléculas reconhecidas por anticorpos especificos denominados anti-GFAP e OX-42,
respectivamente [191]. GFAP e CD11b/c (0X-42) sdo os marcadores mais utilizados
para a detecgdo de astrécitos e microglia, uma vez que eles sao constitutivamente
expressos e 0 aumento da sua expressao estd associada com ativagao destas células.
Neste estudo, observou-se uma significativa redugao na imunoreatividade para GFAP
e CD11b/c no corno dorsal ipsilateral da medula espinhal, evidénciando o efeito in-
ibitério do fluorocitrato e da minociclina na atividade glial.

O efeito anti-inflamatério do fluorocitrato e da minociclina foi acompanhado de
inibigdo da nocicepgao articular. O envolvimento dos astrdcitos e da microglia na ger-
acao e manutengao de estados de dor cronica tem sido mostrado em estudo prévios e a
redugio ou inibigao da fungao glial diminui a hiperalgesia e a alodinia [141, 29, 50, 117].
Uma vez ativados, astrécitos e microglia liberam substancias que estimulam ainda mais
estas células contribuindo para o aumento e a manutengao de estados de dor persis-
tente [191]. Neste estudo, o efeito antinociceptivo do fluorocitrato e da minociclina
sugere o envolvimento da atividade glial na medula espinhal na nocicep¢ao evocada
pelo LPS intra-articular.

Curiosamente, os inibidores da ativagao glial afetaram o acimulo de leucécitos no
fluido sinovial, um achado de grande relevancia especialmente porque este evento tem
um papel importante para o processo degenetativo que ocorre na artrite. A inibi¢ao do
aciumulo de leucécitos pode ser devido a inibicao da liberacao de peptideos vasoativos
na articulacdo, uma vez que a substancia P e outros neuropeptideos podem exercer
fungdes importantes sobre as células inflamatérias [159, 128].

5.2 Mediadores inflamatérios envolvidos na interacao
neurdnio-glia na medula espinhal.

Entender a sequéncia e a natureza dos eventos que determinam a comunicacao
entre neurénios e glia é fundamental para a descoberta de mecanismos e alvos ter-
apéuticos para o tratamento da dor e inflamagao cronica. Embora se conhega pouco
sobre a sinalizagao entre neuronios e glia, especula-se que a ativagao da glia depende
de sinais liberados das fibras aferentes primarias na medula espinhal [32, 35]. Dentre
estes sinais, a fractalcina (CX3CL1) é um dos candidatos que apresenta caracterfs-
ticas particulares [116]. Quando administrada na medula espinhal, esta quimiocina
promove hipersensibilidade térmica [119, 114] e mecéanica [119, 114, 30], eventos que
sao previnidos por antagonistas desta quimiocina, delegao do seu receptor, o CX3CRI1,
ou bloqueio da prépria fractalcina [119, 114, 30]. Além disso, a ativagao dos receptores
CX3CRI1 pela fractalcina resulta em comportamento nociceptivo, ativacao da MAP
quinase p38 [30, 204] e liberagao de IL-13, IL-6 e 6xido nitrico [114].

O presente estudo demonstrou que a injegao intratecal de fractalcina foi capaz de
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exacerbar todos os parametros avaliados, a nocicep¢ao, o edema articular e o acimulo
de leucéeitos no fluido sinovial. Estudos prévios demonstraram que a fractalcina nao
altera a transmissao sindptica excitatoria de neurénios das laminas I e II do corno dor-
sal da medula espinhal [204]. Além disso, os receptores da fracatalcina sdo expressos,
predominantemente, na glia [8, 186, 103]. Sendo assim, sugere-se que os efeitos pro-
edematogénico e hipernociceptivo da fractalcina, observados neste estudo, se devem
a uma acao desta quimiocina nas células gliais. Outra evidéncia disso é o aumento
da imunoreatividade dos marcadores especificos da ativacao glial, GFAP (astrécitos) e
CD11b/c (microglia), apds a inje¢do intratecal de fractalcina. O bloqueio da ativagao
da glia com fluorocitrato resultou em reversao dos efeitos da fractalcina, achados que
corroboram com a idéia de que a interagao neuronio-glia na medula espinhal ocorre via
liberagao de fractalcina atuando em seus respectivos receptores presentes na glia. Por
outro lado, a neutralizagao da fractalcina através da injecao de anticorpos especificos
na medula espinhal, reduziu tanto a nocicep¢ao quanto o edema articular e o acimulo
de leucécitos no fluido sinovial dos ratos e, em adigdo também reduziu a imunore-
atividade para o GFAP e CD11b/c na medula espinhal. Estes achados confirmam a
hipétese de que a estimulagao inflamatéria periférica com carragenina/LPS promove
liberacao de fractalcina na medula espinhal, a qual constitui um dos mediadores im-
portantes para a ativagao glial neste modelo.

Uma vez ativadas, as células gliais secretam mediadores pré-inflamatérios in-
cluindo citocinas como o TNF-a [64], cujo receptor é expresso nos neurénios do corno
dorsal da medula espinhal [65]. Desta forma, o aumento da nocicepgao evocada pela
fractalcina neste estudo pode ser interpretada como resultante do aumento da liberagao
de mediadores pré-inflamatérios pela glia, os quais alteram a sensibiliza¢ao neuronal
na medula espinhal. O aumento da sensibilizagdo na medula espinhal também con-
tribui para o reflexo da raiz dorsal [196] que, por sua vez, incrementa a liberagao de
peptideos vasoativos [83] e, possivelmente, prostaglandina E2 [28, 9] dos nociceptores
nos tecidos periféricos exacerbando a inflamagao.

Estudos prévios tém demonstrado que o TNF-a participa da morte celular me-
diada por neuroinflamacdo no sistema nervoso central nas doengas de Alzheimer e
Parkinson, na esclerose miiltipla e em diversas outras complicagoes no sistema nervoso
central [184]. Na medula espinhal, o TNF-« estd envolvido no desenvolvimento e na
manuten¢ao da dor [132, 115]. No presente estudo, a injegao intratecal de TNF-a pro-
moveu exacerbagdo da nocicepgao induzida por carragenina/LPS, sugerindo que esta
citocina é capaz de alterar a nocicepgao articular através de suas agoes no sistema
nervoso central. Da mesma forma, o TNF-a também induziu um aumento significa-
tivo do edema articular, uma evidéncia do controle que o sistema nervoso central pode
exercer sobre a inflamagao periférica.

A participagdo do TNF-« na modulagao da inflamacao periférica e da nocicepgao
articular foi confirmada através do bloqueio desta citocina na medula espinhal com
anticorpos especificos. O anti-TNF-« reverteu os efeitos pré-edematogénico e hiper-
nociceptivo da fractalcina, demonstrando que a glia ativada, dentre outras substancias
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pela fractalcina, pode estar liberando TNF-«a, o qual interage com os neurdnios con-
tribuindo para a inflamacao e para a nocicepc¢ao articular. O anti-TNF-a também
reduziu a imunoreatividade do GFAP e CD11b/c no corno dorsal da medula espinhal.
Uma explicagdo para este achado seria o bloqueio dos efeitos do TNF-a, pelo anticorpo
anti-TNF-a, no aumento da atividade neuronal medular, a qual estaria influenciando
a atividade glial através da liberagao de fractalcina. Por outro lado, a glia expressa
receptores para o TNF-a, e o anti-TNF-a também poderia estar bloqueando uma
acao direta do TNF-a nestas células. Estudos prévios demonstraram que o TNF-«
apresenta um papel chave na inflamacao periférica induzida por LPS em ratos pré-
sensibilizados com carragenina [20], assim como pode afetar diretamente a atividade
dos neurénios da medula espinhal [65, 132]. Portanto, o TNF-a é uma citocina que
contribui para a inflamacgao articular e para a nocicepcao quando liberado tanto nos
tecidos periféricos quanto no sistema nervoso central. Estes achados evidenciam que
farmacos que inibem a produgao desta citocina, tanto na periferia quanto no sistema
nervoso central, apresentam potencial terapéutico para o tratamento de doengas infla-
matdrias cronicas em que o TNF-av é uma citocina pré-inflamatéria importante.

Atualmente, as estratégias terapéuticas para o tratamento da artrite sdo baseadas
na inibigdo da produgao ou no bloqueio da agao de citocinas pré-inflamatérias como
o TNF-a, o que tem chamado a atencao pela eficicia associada com poucos efeitos
colaterais, pelo menos a curto prazo [101]. No entanto, a maioria destes agentes nao
atravessam a barreira hematoencefélica, o que limita seu uso no tratamento de doengas
em que o sistema nervoso central também contribui para o evento inflamatério que
ocorre nos tecidos periféricos. Contudo, os estudos tém demonstrado que existem al-
ternativas terapéuticas, dentre elas farmacos como a talidomida e seus analogos, os
quais apresentam potencial para o tratamento de doencas inflamatdérias cronicas. A
talidomida foi recentemente aprovada pelo FDA (Food and Drug Administration) para
o tratamento de doengas como o eritema nodoso leproso e a estomatite esofagial em
pacientes com HIV. Porém, este firmaco apresenta potencial terapéutico para muitas
outras doengas. A reemergéncia da talidomida na prética clinica é devida, em parte,
ao seu amplo espectro farmacoldgico e as suas propriedades imunomodulatérias, que
incluem a inibicao da expressao de moléculas de adesao e a supressao da produgao de
TNF-« pelos mondcitos e pela microglia [156, 135].

Um dos achados de grande relevancia neste estudo foi o efeito anti-inflamatoério
periférico da talidomida administrada na medula espinhal. Este efeito consistiu em
redugao do edema articular e do actimulo de leucéceitos no fluido sinovial, o que foi
similar, porém, mais potente, do que o efeito da talidomida sistémica. Além disso,
o efeito anti-inflamatério periférico da talidomida intratecal parece ser devido a uma
acao restrita deste farmaco no compartimento medular, o que resultaria em redugao
dos seus efeitos colaterais.

Pouco se conhece sobre os efeitos imunomodulatérios da talidomida administrada
na medula espinhal no que diz respeito a dor e a inflamacao, porém, o presente estudo
demonstra que, parte da acao hiponociceptiva e anti-inflamatéria observada com a tal-
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idomida sistémica, pode ser explicada pela sua a¢ao no sistema nervoso central. Exis-
tem estudos importantes que suportam esta idéia. Primeiro, que a talidomida atravessa
a barreira hemotoencefdlica [69, 10, 184] e, segundo, que a injegdo intraperitoneal de
talidomida inibe a ativagdo da MAP quinase p38, do NF-£B e a expressdo de TNF-«
na medula espinhal [199, 51]. Estes achados sugerem que a talidomida sistémica pode
atingir o sistema nervoso central e inibir a a¢do de citocinas inflamatérias importantes
na medula espinhal. Um exemplo é o TNF-«, uma citocina pré-inflamatéria liberada
pelas células gliais e que age na medula espinhal modificando a excitabilidade dos
terminais centrais das fibras aferentes priméarias, contribuindo assim, para os estados
de dor exagerada [12, 115, 132]. Desta forma, o efeito hiponociceptivo da talidomida
intratecal pode ser devido a sua agao inibitdria na liberagao de TNF-a na medula es-
pinhal, e a consequente redugao na sensibilizagao direta dos neuronios por esta citocina
[65, 132]. Contudo, ainda ndo se conhece como a injegéo de talidomida na medula es-
pinhal pode diminuir a inflamagao periférica. Estudos demonstraram que o aumento
na sensibiliza¢do dos neurdnios no corno dorsal da medula espinhal é critico para a
geragao de potenciais de a¢ao nos terminais centrais das fibras aferentes primérias.
Estes potenciais de agao sao propagados de maneira retrégrada em dire¢ao aos teci-
dos periféricos, num evento denominado reflexo da raiz dorsal (RRD) [196]. O reflexo
da raiz dorsal pode levar & liberagio de peptideos vasoativos [165] e, possivelmente,
prostraglandina E2 [28, 9] dos nociceptores, contribuindo para a inflamagao articular.
Baseado nisso, a hipdtese do presente estudo é de que o efeito da talidomida intratecal
seria resultante da inibi¢ao da sensibilizagdo dos neur6nios no corno dorsal da medula
espinhal, e a consequente redugao do reflexo da raiz dorsal.

Outro achado relevante neste studo foi a inibigao do actimulo de leucdcitos no
fluido sinovial causado pela talidomida intratecal, especialmente porque este evento
¢ importante para a degeneracao que ocorre em doengas reumdticas. A redugao do
infiltrado de leucécitos também pode ser devido a uma inibi¢ao da liberagao de neu-
ropeptideos vasoativos nos tecidos periféricos. A susbstancia P e outros neuropeptideos
parecem exercer fungdes importantes na migragao de células inflamatérias, o que ex-
plicaria, em parte, os achados deste estudo [159, 128].

A redugdo na atividade das células gliais na medula espinhal pela talidomida
sugere que estas células podem estar desempenhando um papel importante na sensi-
biliazacao central, j& que sao a maior fonte de citocinas no sistema nervoso central.
Estudo prévios demonstraram que a talidomida inibe a libera¢ao de TNF-a de células
microgliais fetais humanas [104], a ativacao do NF-xB [51] e da MAP quinase p38
[199], bem como a gliose e alteragoes vasculares [153]. Na medula espinhal, a ativacao
do NF-xB em astrécitos também estd envolvida com a sensibilizagao central [16]. A
ativacdo da MAP quinase p38 também foi detectada nas células microgliais presentes
na medula espinhal, apds lesdes em tecidos periféricos, e pode estar relacionada com
a produgao de citocinas e outros mediadores. O bloqueio seletivo da MAP quinase
p38 na medula espinhal de ratos artriticos, através da injecao do inibidor SB203580,
reduziu significativamente o edema de pata, a inflamagao sinovial e as evidéncias ra-
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diograficas de destruigao articular [19], o que ressalta a importancia desta quinase na
inflamacao articular.

A aplica¢ao de imunomoduladores ou agentes citostaticos pela via intratecal tem
sido realizada para o tratamento de diversas formas de cancer, e apresenta a van-
tagem da baixa incidéncia de neurotoxicidade. Porém, ainda sdo reportadas lesoes
decorrentes deste tipo de manipulacao, as quais incluem comprometimento motor,
alteragoes intestinais e urindrias [92]. A administragdo de glicocorticéides pela via
intratecal também tem sido avaliada para o tratamento de dor neuropatica e causada
por cancer. Os resultados sdo promissores [74, 197], porém, as substancias utilizadas
como conservantes nas formulagoes dos glicocorticéides ainda causam certa neutoxici-
cidade, o que tem limitado a utilizagdo desta rota de administracdo de farmacos [125].

O melhor entendimento dos efeitos colaterais da talidomida tem levado a maior
utilizagdo deste farmaco. Uma alta incidéncia de neuropatia periférica, trombose de
veias profundas, erupgoes cutaneas e sedagao ainda tem sido observada apds o trata-
mento sistémico com talidomida [93, 185]. No entanto, considerando a facilidade que a
talidomida tem de atravessar a barreira hematoencefélica, ainda assim parece ser um
farmaco mais seguro para o sistema nervoso central que outros agentes quimioterapicos,
como por exemplo, o metotrexato e a ciclosporina [163]. Sendo assim, a administra¢do
de talidomida ou seus andlogos diretamente no sistema nervoso central parece ser uma
alternativa na redugao dos efeitos sistémicos deste farmaco, porém, estudos cuida-
dosos devem ser realizados para se estabelecer a seguranca na utilizagao deste tipo de
farmaco e a via de administragdo. A administragao espinhal de talidomida também
possibilitaria o uso de doses baixas deste fairmaco, apenas a quantidade suficiente para
se obter os efeitos desejados, reduzindo assim, o risco dos efeitos colaterais observados
com o tratamento sistémico prolongado. Nao trata-se apenas de mera especulagao o
fato de que, num futuro préximo, os imunomoduladores poderem ser liberados croni-
camente na medula espinhal para o controle de doengas inflamatdérias, como ja tem
sido realizado tratamento de alguns tipos de dor cronica.
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6 Conclusao

0 O aumento da atividade das células gliais na medula espinhal contribui para a
inflamacao articular induzida por LPS;

0 O mecanismo de ac¢ao sugerido para o efeito anti-inflamatério dos inibidores da
ativagao glial, fluorocitrato e minociclina, é a reducao da sensibilizagao central
e, consequentemente, do reflexo da raiz dorsal;

O A fractalcina e o TNF-q, liberados na medula espinhal, sao mediadores impor-
tantes para o aumento da atividade das células gliais e dos neuronios aferentes
primérios, respectivamente, contribuindo assim, para a nocicep¢ao e a inflamacao
articular induzida por LPS;

o A talidomida reduz a inflamacao articular através de suas agoes na medula es-
pinhal, as quais envolvem a inibi¢ao da atividade das células gliais;

0 A administra¢ao espinhal de imunomoduladores pode ser uma alternativa para
o tratamento de doengas inflamatérias cronicas, porém, estudos cuidadosos de-
vem ser realizados para se estabelecer a seguranca na utilizacao destes farmacos
utilizando esta via de administragao.
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A Figura 6.1 esquematiza a interac@o entre neurdnios e glia na medula espinhal,
proposto pelo presente estudo, e como esta interagao contribui para a inflamagao
articular.

articuls medula espinhal

reflexo da * o ol {NE b
6

raiz dorsal 4

T @ ¥
inflamagdo " anti-frac TNF-«
: X

articular THF-w

/ talidomida

anti-TNF-a fluorocitrato
minociclina

Figura 6.1: Esquema da interac@o entre neurdnios e glia e a modulagao da inflamacao ar-
ticular. (1) A lesao e/ou inflamacao dos tecidos articulares resulta em sensibi-
lizagao periférica, um processo que envolve a ativagdo dos nociceptores (2); (3)
Na medula espinhal, ocorre o processo de sensibilizagdo central, que é carac-
terizado pela liberagdo de neurotransmissores (NT) e fractalcina (FRAC); (4)
Os neurotransmissores e a fractalcina interagem com seus respectivos receptores
presentes na glia, ativando estas células; (5) Uma vez ativadas, a microglia libera
substancias como o TNF-a, o qual interage com as fibras aferentes priméarias (6)
contibuindo para o reflexo da raiz dorsal (7); (8) O resultado do reflexo da raiz
dorsal é a liberacao de neuropeptideos dos terminais periféricos dos nociceptores,
o que contribui para a inflamagao através do aumento da vasodilatacao, do ex-
travasamento plasmatico e do acimulo de leucécitos. O bloqueio da ativagao da
glia com minociclina e fluorocitrato, do TNF-a com talidomida ou anti-TNF-« e
da fractalcina com anti-fractalcina, resulta em redugao da inflamacao articular,
um processo que parece envolver a inibigao do reflexo da raiz dorsal.
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