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RESUMO

A dor neuropética induzida por quimioterapia é o principal efeito adverso de
farmacos quimioter4picos e esta relacionada a diminuicdo da qualidade de vida
dos pacientes acometidos por cancer, podendo levar até a descontinuacdo do
tratamento. A nivel espinal, a modulacdo desse tipo de dor envolve nao sé
neurénios, como também as células da glia que quando ativadas aumentam a
expresséo de receptores e sinalizagdes intracelulares resultando na liberagéo de
mediadores pro-inflamatérios. A proteina de alta mobilidade do grupo box-1
(HMGB1) é liberada durante a dor neuropéatica e seu papel no desenvolvimento
da dor consiste em sua interacdo com receptores ativando vias de sinalizacéo.
Deste modo, o presente estudo investigou o papel do HMGB1 em células da glia,
nos receptores RAGE e TLR4 e na sinalizacdo de MAPK p38 e NFkB, bem como
0 envolvimento destas vias na dor neuropatica induzida por paclitaxel. Para tal,
foram utilizados camundongos machos C57BL/6 e C57BL/6 TLR4(") pesando
entre 20 e 25g. Foi utilizado o aparato von Frey filamentos para avaliagdo do
limiar nociceptivo. Para a inducdo da dor neuropatica foi utilizado o agente
guimioterapico paclitaxel, o qual foi administrado em dias alternados por 6 dias.
A proteina recombinante HMGBJ1 foi administrada i.t. para investigar o efeito da
mesma sobre o limiar nociceptivo. A participagcédo dos receptores RAGE e TLR4
foi investigada por meio dos respectivos antagonistas FPS-ZM1 e LPS-RS
administrados via intratecal (i.t). A participacao de micréglia, astrocitos, da MAPK
p38 e do NFkB foi avaliada utilizando os inibidores minociclina, fluorocitrato,
SMLO0540 e PDTC, respectivamente, também por via i.t. Foi feito o ensaio de
Western blot para avaliar os niveis proteicos de HMGB1, RAGE, TLR4, |bal e
GFAP e o ensaio de Elisa para avaliacdo dos niveis de HMGB1, TNF-a e IL1-3.
Os resultados indicam a participacéo dos receptores RAGE e TLR4, da microglia,
astrocitos e da sinalizacdo MAPK p38 e NFkB tanto na nocicepc¢éao induzida por
HMGB1 como na dor neuropatica induzida por paclitaxel. Também foi observado
o aumento dos niveis proteicos de HMGB1 na génese da dor neuropética, e o
envolvimento dos receptores TLR4 na ativagdo microglial. O bloqueio dos

receptores RAGE e TLR4 levou a diminui¢céo das citocinas pro-inflamatérias. Os



resultados indicam que o HMGBL1 liberado na fase inicial da do tratamento com
paclitaxel ativa receptores RAGE e TLR4 na micréglia, aumentando niveis de

citocinas pro-inflamatorias e contribuindo para a dor neuropética.

Palavras-chave: HMGB1; células da glia; dor neuropética;



ABSTRACT

Chemotherapy-induced neuropathic pain is the main adverse effect of
chemotherapeutic drugs and is related to a decrease in the quality of life of cancer
patients, which can even lead to treatment discontinuation. At the spinal level, the
modulation of this type of pain involves not only neurons but also glial cells that,
when activated, increase the expression of receptors and intracellular signaling,
resulting in the release of pro-inflammatory mediators. The high-mobility box-1
protein (HMGB1) is released during neuropathic pain and its role in pain
development consists of its interaction with receptors activating signaling
pathways. Therefore, the present study investigated the role of HMGBL1 in glial
cells, RAGE, and TLR4 receptors, and MAPK p38 and NFkB signaling, as well
as the involvement of these pathways in paclitaxel-induced neuropathic pain. For
this, C57BL/6 and C57BL/6 TLR4 ) male mice weighing between 20 and 25g
were used. The von Frey filaments apparatus was used to assess the nociceptive
threshold. For the induction of neuropathic pain, the chemotherapy agent
paclitaxel was used, which was administered every other day for 6 days.
Recombinant HMGB1 protein was administered i.t. to investigate its effect on the
nociceptive threshold. The participation of RAGE and TLR4 receptors was
investigated using the respective antagonists FPS-ZM1 and LPS-RS
administered intrathecally. The participation of microglia, astrocytes, MAPK p38
and NFkB was evaluated using the inhibitors minocycline, fluorocitrate,
SML0540, and PDTC, respectively, also by i.t. The Western blot assay was
performed to assess the protein levels of HMGB1, RAGE, TLR4, Ibal, and GFAP
and the Elisa assay to assess the levels of HMGB1, TNF-a, and IL1-B. The results
indicate the participation of RAGE and TLR4 receptors, microglia, astrocytes, and
MAPK p38 and NFkB signaling in both HMGB1-induced nociception and
paclitaxel-induced neuropathic pain. It was also observed an increase in HMGB1
protein levels in the genesis of neuropathic pain, and the involvement of TLR4
receptors in microglial activation. Blockade of RAGE and TLR4 receptors led to
a decrease in pro-inflammatory cytokines. These results indicate that HMGB1

released in the initial paclitaxel treatment activates RAGE and TLR4 receptors in



microglia, increasing levels of pro-inflammatory cytokines and contributing to

neuropathic pain.

Keywords: HMGB1; glial cells; neuropathic pain;
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1 INTRODUCAO

A dor neuropatica € conceituada como uma dor causada por uma lesdo ou
doenca do sistema nervoso somatossensorial (SCHOLZ et al., 2019). E um tipo de
dor que pode resultar em alteragcdes complexas em func¢des cerebrais cognitivas e
emocionais além de estar associada a problemas de saude em geral e diminuicdo da
qualidade de vida e sono (COHEN; MAO, 2014).

As les@es ou disfungdes no sistema somatossensorial fazem com que os sinais
de dor sejam transmitidos erroneamente para diversos centros de dor. No caso da dor
neuropatica, ocorrem mudancas na funcdo do nervo e na area ao seu redor. Na
periferia, medula espinhal e cérebro, as vias sensoriais tornam-se hiper excitadas,
contribuindo para que o estado de dor neuropatica se torne crénico (CLARK et al.,
2013).

A dor neuropatica induzida por quimioterapia é o principal efeito adverso de
muitos agentes quimioterapicos e esta relacionada a drastica diminuicédo da qualidade
de vida dos pacientes e pode levar até mesmo a descontinuacdo do tratamento
(FARQUHAR-SMITH ; BROWN, 2016). Estima-se que aproximadamente 68% dos
pacientes que recebem quimioterapia apresentam sintomas como formigamento,
parestesias, alodinia e hiperalgesia no primeiro més de tratamento, cujo
desenvolvimento esta relacionado tanto a doses Unicas como cumulativas (SERETNY
et al., 2014; STAROBOVA et al., 2017).

Dentre os quimioterapicos relacionados a este tipo de dor, destaca-se o
paclitaxel, que pertence a familia dos taxanos e atua inibindo a desmontagem da
tubulina do polimero de microtubulos, mas também pode levar a processos
imunomediados, perda de fibras periféricas, desmielinizacdo e degeneracéo axonal,
gue contribuem para a neuropatia (STAROBOVA et al., 2017).

Durante a dor neuropatica induzida por quimioterapia ocorre o processo de
neuroinflamacdo, com ativacdo de astrocitos espinais e o envolvimento significativo
de micréglia (MAKKER et al., 2017; MILLIGAN;WATKINS, 2009; ZIMMERMANN,
2001). As células da glia foram reconhecidas como moduladores da dor, uma vez que
participam da amplificacdo das respostas dolorosas oriundas da lesdo periférica que
chegam até a medula espinal e quando ativadas, essas células liberam mediadores

como citocinas, quimiocinas e padrdes moleculares associados ao dano, como o0 a
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proteina de alta mobilidade do grupo box-1 (HMGB1), que contribuem para a
sensibilizacdo central e potencializacdo de descargas elétricas que geram
hiperalgesia e alodinia (MILLIGAN;WATKINS, 2009; WATKINS;MAIER, 2003).

O HMGBL1, é uma proteina nuclear de ligagcdo ao DNA, gque atua como cofator
estrutural e regula as atividades transcricionais em células de mamiferos e pode ser
secretada passivamente de células que estdo morrendo, desempenhando papéis pro-
inflamatorios como um dos padrées moleculares associados a danos (DAMPS) ou
ativamente durante processos inflamatorios (SONG et al., 2014).

Estudos demonstram o papel nociceptivo do HMGB1 em modelos de dor
inflamatoria, além de participar a nivel periférico na dor neuropética induzida pelo
paclitaxel (NISHIDA et al., 2016). As maneiras que o HMGB1 pode contribuir para a
patogénese da dor incluem a promocéo da producdo de citocinas, a quimiotaxia e
proliferacéo e diferenciacéo de células imunes (LI, XIANGNAN et al., 2016).

A sintese e a liberacdo de HMGB1 é aumentada quando ha lesdo nervosa,
promovendo a atividade de diversos tipos de células, incluindo microglia, astrécitos e
neurdnios, resultando em neurodegeneracao (HM et al., 2011; Y et al., 2008). A nivel
periférico, HMGBL1 liga-se aos receptores de produtos glicacdo avancada (RAGE),
ativando vias de sinalizacéo intracelular e a translocagdo do fator nuclear kappa B
(NFkB), resultando na regulacéo positiva de citocinas pré-inflamatérias (SONG et al.,
2014).

O receptor RAGE tem sua expressdo aumentada durante a dor neuropatica em
ganglio da raiz dorsal, com consequente hiperalgesia mecéanica, a qual esta
relacionada a sua ligacdo com o HMGB1, além do aumento da expressao proteica de
interleucina-1p (IL-1pB), fator de necrose tumoral- a (TNF-a) e NFkB (LI, XIANGNAN et
al., 2016).

Além da ligacao ao receptor RAGE, a literatura também aponta que o HMGB1
se liga aos receptores do tipo Toll 4 (TLR4). Esta ligacdo promove a liberacdo de
citocinas proé-inflamatérias como TNF-a e IL-18 em modelo de constricdo do nervo
ciatico (ZHAO et al., 2020).

Embora existam estudos que demonstraram o papel nociceptivo de
HMGB1/RAGE e HMGB1/TLR4, nenhum estudo demonstrou a participacdo dos
receptores RAGE E TLR4 ativados pelo HMGB1 em células da glia. Deste modo, o
presente estudo visa investigar a participacdo desta via na dor neuropatica induzida

pelo paclitaxel. A dor neuropatica induzida por quimioterapicos é um grave efeito
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adverso e as abordagens analgésicas comuns sdo muitas vezes insatisfatorias apesar
dos avancgos crescentes sobre os mecanismos fisiopatoldgicos subjacentes deste tipo
de dor, fazendo com que seu desenvolvimento atualmente seja inevitavel, levando até

mesmo a cessacao da terapia.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 DOR: CONSIDERACOES GERAIS

A dor é um processo fisiolégico adaptativo e protetor essencial para
sobrevivéncia. Um exemplo de sua importancia € o aumento de lesGes a 6rgaos e
tecidos em pacientes com insensibilidade congénita a dor (RINGKAMP et al., 2018).
De acordo com a Associacdo Internacional para o Estudo da Dor (IASP, do inglés
Internacional Association for the Study of Pain), a dor pode ser conceituada como
“‘uma experiéncia sensitiva e emocional desagradavel associada a uma lesao tecidual
real ou potencial, ou descrita nos termos de tal lesdo” (DESANTANA et al., 2020;
RAJA et al., 2020). Ela é sempre uma experiéncia pessoal subjetiva influenciada por
fatores bioldgicos, psicolégicos e sociais, condicionada no decorrer de vivéncias
(RAJA et al., 2020).

A dor é um mecanismo complexo, a qual remete tanto a transducéo do estimulo
como ao processamento cognitivo e emocional, tendo como caracteristica a
subjetividade. Ja o termo utilizado para designar a ativacao fisioldgica das vias neurais
por estimulos que geram danos reais ou potenciais para que sejam evitados é
denominado nocicepcao (JULIUS;BASBAUM, 2001; SNEDDON, 2018).

Existem neurénios sensoriais periféricos dotados de terminacdes nervosas livres
denominados nociceptores, 0s quais expressam diferentes receptores e canais
ibnicos que sao ativados por estimulos térmicos, mecanicos e quimicos nocivos
(JULIUS; BASBAUM, 2001; LEE; NEUMEISTER, 2020). Os nociceptores possuem
limiares de ativacdo especificos e quando ativados transformam o estimulo em sinais
elétricos desencadeando potenciais de acdo, processo denominado transducao,
assim o estimulo é transmitido por meio de fibras aferentes até o corno dorsal da
medula espinal (CDME), onde faz sinapse com neurdnios de segunda ordem
(SNEDDON, 2018).

As fibras aferentes primarias que transmitem o estimulo sédo divididas em trés
tipos de acordo com suas caracteristicas anatdmicas e funcionais, sendo elas: fibras
do tipo AB, altamente mielinizadas e de grande didmetro, que conduzem estimulos

inocuos tateis. Fibras do tipo Ad, que possuem médio calibre e uma delgada camada
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de bainha de mielina, transmitindo os impulsos térmicos e mecanicos de alta
intensidade a uma velocidade de 30 m/s. Fibras do tipo C, com pequeno diametro e
amielinizadas, conduzindo os impulsos mais lentamente, aproximadamente 2 m/s
(ALMEIDA et al., 2004; SNEDDON, 2018; YAM et al., 2018). Além disso, as fibras C
sdo consideradas polimodais, uma vez que respondem a estimulos térmicos,
mecéanicos e quimicos, o que as diferencia da natureza mecanotérmica das fibras Ad
(SNEDDON, 2018; WOOLF;MA, 2007; YAM et al., 2018).

O estimulo é entdo transmitido por meio das fibras aferentes até os corpos
celulares dos nociceptores localizados no géanglio da raiz dorsal (GRD) e
posteriormente as fibras Ad fazem sinapse com neurbnios de segunda ordem nas
laminas | e V e as fibras C com os das laminas | e Il do (CDME), uma vez que liberam
mediadores excitatorios como substancia P e glutamato que sensibilizam os neurdnios
de segunda ordem (LEE; NEUMEISTER, 2020; MILLIGAN; WATKINS, 2009).

A transmissao prossegue por meio dos neurbnios de segunda ordem que
decussam contralateralmente e conduzem o impulso pelo trato espinotalamico lateral
e medial até o tdlamo, onde estdo presentes neurdnios de terceira ordem que se
projetam para regifes corticais especificas que medeiam a interpretacdo da dor
(ALMEIDA et al., 2004; MILLIGAN;WATKINS, 2009).

A modulacdo da dor esta relacionada a ativacdo dos receptores opioides
presentes na medula espinal e substancia cinzenta periaguedutal (PAG — do inglés,
‘periaquedutal grey matter”), ao sistema inibitério descendente, o qual atua via
serotonina e norepinefrina, e a ativacdo de fibras mecanicas ndo nociceptivas
chamadas A, a qual suprime o sinal de dor e € chamada “teoria do portao”
por Melzack e Wall em 1965 (LEE;NEUMEISTER, 2020; MELZACK;WALL, 1965). Na

Figura 1, observa-se a representacéo da via fisiol6gica da dor:

, postulada
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Figura 1 - Representacdo da via ascendente e descendente da dor
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Fonte: adaptado de http://what-when-how.com/wp-content/uploads/2012/04/tmp5F44_thumb.jpg

Diferente da dor aguda, a qual tem como objetivo afastar o individuo do dano
para que haja recuperacao, a excitacdo continua dos neurénios nociceptivos tanto
periféricos como centrais, resultam em dor cronica que pode ser do tipo neuropética,

considerada patoldgica e gue ndo leva a nenhum beneficio ao paciente (CROFFORD,
2015; KUNER, 2010).
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2.2 DOR NEUROPATICA

De acordo com a IASP, a dor neuropatica (DN) é definida como “dor causada
por uma lesdo ou doenca do sistema nervoso somatossensorial” (SCHOLZ et al.,
2019). O conhecimento sobre os mecanismos ainda sao incompletos, o que faz com
que seja de dificil diagnéstico e os tratamentos disponiveis sejam limitados e
ineficientes (COHEN;MAOQO, 2014; SCHOLZ et al., 2019). A DN acomete cerca de 6,9%
a 10% da populacéo e dos pacientes portadores de dor cronica, acomete até 25%,
sendo altamente relacionada a diminuicdo da qualidade de vida (Clark et al., 2013;
Van Hecke et al., 2014).

A etiologia da dor neuropatica pode ser decorrente de lesbes diretas da medula
espinal, ou secundaria como em casos de infec¢des virais, diabetes mellitus, cancer
e quimioterapia, levando a alteracbes complexas em funcfes cerebrais cognitivas
(déficits no aprendizado e memaria) e emocionais (ansiedade e depressédo) (BREWER
et al., 2016; BUSHNELL et al., 2013; SCHOLZ et al., 2019).

Mecanismos periféricos e centrais estédo relacionados ao desenvolvimento da
DN, sendo que na periferia envolvem danos as fibras Ad e C que resultam em aumento
da excitabilidade, danos axonais que geram descargas ectdpicas devido a alteracédo
na expressao de canais e, sinalizacao inapropriada nas sinapses no GRD (GRACE et
al., 2014). Ja no sistema nervoso central (SNC), a sensibilizacdo da via espinal e
supraespinal ocorre devido ao aumento da expressdo dos canais idnicos para sodio
(Na*) e célcio (Ca?*), ativacdo de células gliais e mudancas neuroplasticas ao longo
das vias nociceptivas tanto na medula espinhal quanto em varias regiées do cérebro,
associadas a desequilibrio entre mecanismos facilitatorios e inibitérios (COHEN;MAO,
2014; COLLOCA etal., 2017; MEACHAM et al., 2017; MORAES et al., 2020; VICARIO
et al., 2020).

Diferente da dor nociceptiva, a qual ocorre devido a estimulacdes excessivas
dos nociceptores localizados na pele, visceras e outros 0rgaos, a dor neuropatica é
uma sindrome complexa resultante da lesao de fibras nervosas (COLLOCA et al.,
2017). Estimulos espontaneos, ou seja, ndo evocados, levam a sintomas como
queimacdo e choque, além de estimulos evocados resultarem em hiperalgesia

(aumento da sensibilidade a um estimulo nocivo), alodinia (dor devido a um estimulo
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normalmente indcuo, como calgar uma meia), parestesia e coceira (GIERTHMUHLEN;
BARON, 2016; SMITH, 2018).

2.3 CELULAS DA GLIA E DOR NEUROPATICA

Durante o processo da DN ocorre uma amplificacéo das respostas oriundas da
lesdo periférica que chegam até a medula espinhal, onde € realizada a primeira
sinapse nociceptiva. Esse fenbmeno era considerado uma resposta puramente
neuronal; no entanto, atualmente sabe-se que as células da glia, principalmente
microglia e astrécitos, também contribuem para a patologia da DN oriunda de diversas
etiologias, como por exemplo a neuropatia induzida por quimioterapia (JI et al., 2017,
MILLIGAN;WATKINS, 2009; ZIMMERMANN, 2001).

As células da glia compreendem cerca de 70% das células do sistema SNC e
superam o numero de neurbnios. Sdo divididas em: astrocitos, microglia residente,
micréglia perivascular e oligodendrocitos; sendo que, micréglia e astrocitos tém sido
as principais células envolvidas na modulacdo neuroimune da dor (JI et al., 2013;
MIKA et al., 2013). Como parte do sistema imune inato, a microglia tem funcdo imune,
com rapida ativacdo em resposta até mesmo a pequenas alteragdes do SNC (Jl et al.,
2017). Em condicdes fisioldgicas, a microglia representa cerca de 5-20% de todas as
células da glia e em condicdes patoldgicas, como a dor neuropética, sao as primeiras
a se tornarem ativas em casos de lesédo do nervo e se proliferam contribuindo para a

modulagdo neuronal (MIKA et al., 2013).

Quando nao esta ativada, a micréglia tem morfologia ramificada, pouca ou
nenhuma expressdo de receptores e marcadores de superficie celular e atuam no
desenvolvimento cerebral a partir de interagées com as sinapses (COSTIGAN et al.,
2009; JI et al, 2013). Em estado ativado, estas células sofrem alteracdes
morfologicas, sendo elas: hipertrofia, proliferacdo, aumento de alguns marcadores de
superficie celular, como a molécula adaptadora de ligacéo de calcio ionizado 1 (IBA1)
e de receptores acompanhados pela ativacdo de proteinas cinases e consequente
liberacdo de substancias proé-inflamatérias, como TNF-a, IL-18, e interleucina 6 (IL-6)
que sensibilizam o neurdnio de segunda ordem, favorecendo a alodinia e hiperalgesia
durante a dor neuropéatica (MIKA et al., 2013; WATKINS;MAIER, 2003).
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Além da micrdglia, os astrocitos sdo as células mais abundantes e tem como
principal funcdo o fornecimento de suporte aos neurdnios, além da formacédo da
barreira hematoencefalica, regulacdo da concentracdo de ions extracelulares e
modulacdo da transmissao sinaptica para promover homeostase (MIKA et al., 2013;
MILLIGAN;WATKINS, 2009). Quando ativados, sofrem hipertrofia, aumento da
expressao da proteina glial fibrilar &cida (GFAP) e também ativacédo da sinalizacéo de
vias intracelulares, como a da cinase regulada por sinal extracelular (ERK), cinase N-
terminal c-jun (jNK), dentre outras, levando ao aumento da producdo substancias pro-
inflamatérias como TNF-a e IL-1B a nivel espinal, facilitando a sensibilizacdo do
neurénio de segunda ordem (JI et al.,, 2019; MIKA et al., 2013; MOLOFSKY e
DENEEN, 2015).

2.4 DOR NEUROPATICA INDUZIDA POR QUIMIOTERAPIA

Uma das principais causas de dor em pacientes com cancer é a neuropatia
periférica induzida por quimioterapia (NPIQ), um efeito adverso de muitos agentes
quimioterapicos que pode ocorrer desde uma Unica dose ou por doses cumulativas
destes farmacos (TANAY et al., 2017). Esse tipo de dor apresenta alta relevancia
clinica; uma vez que, as abordagens farmacoldgicas comuns séo pouco efetivas para
0 seu tratamento, podendo gerar sua descontinuacdo (FARQUHAR-SMITH; BROWN,
2016; SALAT, 2020).

Sua prevaléncia tem aumentado devido ao aumento da incidéncia de cancer,
com a melhor sobrevida e cura da doenca. Pode ocorrer de forma aguda, cessando
apos o fim do tratamento ou de forma crénica e resistente podendo iniciar-se apés o
fim do tratamento (COLVIN, 2020). De modo geral, aproximadamente 68,1% dos
pacientes que recebem quimioterapia desenvolvem NPIQ no primeiro més de
tratamento, 60% em trés meses e 30% em 6 meses ou mais (BREWER et al., 2016;
SALAT, 2020).

Diferentes agentes quimioterapicos podem induzir a NPIQ, causando danos
aos neurbnios sensoriais periféricos e motores. Sintomas sensoriais geralmente
desenvolvem-se primeiro nos pés e nas maos (efeito “meia-luva”) por afetar grandes

fibras mielinizadas primeiramente de axénios longos, mas as func¢des autonémica e
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motora também podem ser afetadas e se manifestam como dorméncia, formigamento,
parestesias e disestesias induzidas por toque, temperaturas quentes ou frias, além de
alodinia, hiperalgesia e fraqueza na extremidade distal (STAROBOVA et al., 2017).

Em relagcido aos mecanismos envolvidos em seu desenvolvimento, atualmente
sabe-se que apoptose, remodelamento da membrana, mudangas nos canais ibnicos
dos neurdénios, disfuncées mitocondriais, bem como, mecanismos nao neuronais que
envolvem a ativacdo de células da glia ocorrem (COLVIN, 2020). A ativacao glial
durante esse tipo de lesdo causada por quimioterapicos, aumenta a liberacdo de
mediadores, como o fator de crescimento do nervo (do inglés NGF) e de citocinas proé-
inflamatorias, que contribuem para uma sinalizagdo celular anormal e resultam na
interrupcdo do sistema de transporte axonal , levando a morte neuronal e
desenvolvimento de neuropatia (FARQUHAR-SMITH;BROWN, 2016; SALAT, 2020;
STAROBOVA et al., 2017).

Muitos agentes quimioterapicos, como derivados de platina, taxanos, alcalbides
da vinca, talidomida, epotilonas, eribulina, ipilimumab, pembrolizumab, nivolumab e
bortezomib estao relacionados a NPIQ e dentre a classe dos taxanos, destaca-se o
paclitaxel (SALAT, 2020).

O paclitaxel, comercializado como TAXOL® (Bristol-Myers Squibb, EUA), é
utilizado no tratamento de tumores solidos como cancer de mama, pulméo e ovario
(STAROBOVA et al., 2017). Estudos mostram que a neuropatia periférica causada
pelo paclitaxel ocorre em cerca de 60%-70% dos pacientes que o utilizam de forma
dose e tempo dependentes e que seus efeitos sdo agudos, iniciando-se
aproximadamente apés 3 dias da infusdo do farmaco (SALAT, 2020). Este farmaco
atua como estabilizador dos microtubulos celulares, ligando-se ao limen dessas
estruturas, interrompendo o ciclo de mitose celular, o que resulta em morte das células
por apoptose (KNUTIE et al., 2020). Os neurbnios sao suscetiveis a este mecanismo
de acdo, mesmo gque o intuito do farmaco seja atingir somente células cancerosas e
estudos ‘in vitro” e “in vivo” demonstraram alteragcdes nos microtubulos axonais de
neurdbnios sensoriais interagindo com células da glia; bem como, alteracbes na
regulacdo de Ca?* intracelular, funcdo mitocondrial e liberacdo de mediadores pré-
inflamatoérios (SALAT, 2020; STAROBOVA et al., 2017; TOMA et al., 2017).
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2.5 HMGB1, RAGE E TLR4

Quando ocorre lesdo de nervos, diversos mediadores pro-inflamatorios sao
liberados e desempenham papel central na patogénese da dor cronica. Dentre 0s
mediadores liberados destacam-se os padrdes moleculares associados ao dano
(DAMPs), os quais contribuem para este processo ligando-se a receptores presentes
nas células imunes e desencadeando cascatas de sinalizacdo intracelular que

resultam na liberacdo de citocinas e outros mediadores (WILSON, 2015).

Um dos DAMPs associados ao processo inflamatério € a HMGB1, uma proteina
nuclear de ligacdo ao DNA, que atua como cofator estrutural e regula as atividades
transcricionais e expressao génica em células de mamiferos. Primeiramente, foi
associado a membrana por regular o crescimento de neuritos durante o
desenvolvimento e atualmente sabe-se que ele tem um papel crucial em respostas
inflamatorias durante a lesdo tecidual e contribui para a dor neuropatica (WILSON,
2015; YANG;ZENG e SILVERMAN;GUNASEKARAN;GEORGE, 2021). O HMGB1,
pode ser secretado passivamente por células em necrose e também ativamente por
células como macréfagos, células endoteliais e células da glia (NISHIDA et al., 2016;
WILSON, 2015; YANG;ZENG e SILVERMAN; GUNASEKARAN;GEORGE, 2021).

Estudos tém demonstrado o papel nociceptivo do HMGB1 em modelos de dor
inflamatoria, além de seus mecanismos periféricos na dor neuropética induzida pelo
paclitaxel (NISHIDA et al., 2016). Os mecanismos que a HMGB1 pode contribuir para
a patogénese da dor incluem a ligacdo aos receptores RAGE e aos receptores do tipo
Toll 2, 4 e 9 (TLRs), além da promocédo da producéo de citocinas e do recrutamento
de células imunes. Porém, essa participacdo ainda nao foi demonstrada em células
da glia durante a dor neuropatica induzida por paclitaxel (AGALAVE;SVENSSON,
2014).

Dentre os receptores para a HMGBL, incluem os receptores para produtos de
glicacdo avancada (RAGE, do inglés, receptor of advanced glycation end-products),
que sao ligados a membrana e pertencem aos membros da superfamilia de
imunoglobulinas (SONG et al., 2014). Uma vez ativados, uma cascata de sinalizacao
intracelular € iniciada, como das proteinas cinases ativadas por mitbgenos (MAPK) e

do NFKB, que leva a geracdo excessiva de espécies reativas de oxigénio (ERO) e a
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regulacédo positiva de citocinas pré-inflamatérias. O RAGE atua como um receptor de
reconhecimento de padrdes e participa da resposta imune inata (LI, Xiangnan et al.,
2016; SONG et al., 2014). Em um modelo de dor neuropatica, um estudo demonstrou
um aumento da expressao deste receptor em GRD com consequente hiperalgesia
mecanica, além do aumento da expressdo proteica de IL-13, TNF-a e NFkB (LI,
XIANGNAN et al., 2016).

Por meio da ligacdo ao RAGE, o HMGB1 acelera e contribui para as suas
respostas, podendo regular a producéo de citocinas como interferon-gama (IFN-y), IL-
6, TNF-a e IL-1B em mondcitos e macrofagos (WILSON, 2015). Além disso, a
interacao entre RAGE e HMGBL1 regula a producéo de quimiocinas para ativar células
do sistema imunolégico, como mondcitos e células dendriticas, ativando diversas vias
de sinalizacdo, como as vias JNK e ativacdo do NFkB, durante a inflamagao (LI,
XIANGNAN et al., 2016). Os estudos demonstram que a sintese e a liberacdo de
HMGB1 é aumentada quando ha lesdo nervosa a nivel periférico resultando em
sintomas de dor neuropdtica, porém a nivel central ainda nao foi avaliado. Além disso,
os receptores RAGE estdo relacionados a dor neuropatica, uma vez que estao
suprarregulados durante este processo e sua ligagcdo com HMGBJ1 esta relacionada a
alodinia mecanica (NISHIDA et al., 2016).

Além dos receptores RAGE, os receptores TLR4 também s&o ativados durante
a dor neuropética (ZHAO et al., 2020). Estes receptores sao classificados como
receptores de reconhecimento de padrdes transmembrana e possuem papel
fundamental no reconhecimento bacteriano, em respostas inflamatérias e leséo
tecidual, sendo ativados por padrées moleculares associados ao patégeno (PAMPS),
padrdes moleculares associados aos xenobidticos (XAMPs) e DAMPs
(AKIRA; TAKEDA, 2004).

O TLR4 participa da primeira linha de defesa da resposta imune inata. Sua
estrutura consiste em um dominio extracelular com repeti¢cdes ricas em leucina, um
dominio transmembranar composto de uma hélice e um dominio extracelular Toll/IL1-
R (TIR). A porcéo extracelular TIR recruta moléculas adaptadoras como a MyD88 para
iniciar cascatas que resultardo na sintese e liberacdo de citocinas pro-inflamatérias e
quimiocinas. Sao expressos em células imunes e células da glia (AKIRA; TAKEDA,
2004; ZHAO et al., 2020).
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Aligacdo do HMGB1 ao TLR4 leva a liberacdo de mediadores pro-inflamatérios
como TNF-q, IL-1 por meio do NFkB e estudos apontam que a ativacdo de TLR4 na
micréglia espinal leva a nocicepcdo em ratos com lesédo do nervo ciatico e a delecéo
do gene para este receptor diminui a ativacdo glial e liberacdo de citocinas proé-
inflamatorias, consequentemente diminuindo a nocicepcao (ZHAO et al., 2020). Na
dor neuropética induzida por quimioterapia, o TLR4 tem sua expressdo aumentada
em células da glia, bem como a ativacédo de cascatas intracelulares de MAPK e ERK,
porém um estudo demonstrou que a administracao do antagonista para TLR4 reverte
este efeito, reforcando seu papel na génese da dor neuropatica induzida por
quimioterapia (LI et al., 2015).

Deste modo, o objetivo do presente estudo € investigar a participacdo dos
receptores RAGE e TLR4 ativados por HMGB1 em células da glia a nivel espinal
durante a dor neuropatica induzida pelo paclitaxel, uma vez que sua participacao
ainda néo foi demonstrada a nivel espinal e a participacdo das células da glia neste

processo ainda nao esta clara.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar a envolvimento do HMGB1 na ativacédo dos receptores RAGE e TLR4

em células da glia espinais na dor neuropética induzida pelo paclitaxel.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Avaliar a participacdo espinal dos receptores RAGE e TLR4 na nocicepcao

induzida por HMGBL1 e na dor neuropatica induzida pelo paclitaxel,

b) Avaliar a participacdo espinal das células da glia na nocicepcédo induzida por

HMGBL1 e na dor neuropética induzida pelo paclitaxel;

c) Avaliar o envolvimento da MAPK p38 e do NFkB durante a dor neuropética

induzida por paclitaxel e na nocicepcao induzida por HMGB1;

d) Avaliar o envolvimento dos receptores RAGE e TLR4 na producéo espinal de

citocinas pro-inflamatérias durante a dor neuropética induzida por paclitaxel,
e) Avaliar a liberacdo de HMGB1 na dor neuropatica induzida por paclitaxel;

f) Avaliar os niveis proteicos de HMGB1, RAGE e TLR4 na dor neuropatica

induzida por paclitaxel;

g) Avaliar a participacao dos receptores RAGE e TLR4 nos niveis proteicos de
Ibal e GFAP.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 ANIMAIS

Foram utilizados camundongos machos da linhagem C57BL/6 e C57BL/6
geneticamente modificados, deficientes para o receptor TLR4. Ambos os animais
tinham idade média de 7 semanas, pesando entre 20 e 25 g, provenientes do Biotério
Central do Campus da Universidade Federal de Alfenas (UNIFAL) e da Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de Sao Paulo (FMRP-USP),
respectivamente. Os animais foram alocados sob condicbes controladas de
temperatura (22,1 + 1.5°C), de ciclo claro/escuro (12h/12h), de umidade relativa do ar
a 65% e com livre acesso a racdo e 4gua até o inicio de cada experimento. Ao longo
dos experimentos os animais foram alojados em caixas de polipropileno, sendo 6
animais por caixa mantidas dentro de uma estante ventilada (Alesco, BR). Todos os
experimentos seguiram as normas de ética estabelecidas para experimentacao,
recomendadas pela IASP (ZIMMERMANN, 1983) e as normas que regulamentam
aspectos éticos da utilizacdo de animais de laboratério elaborados pela Comissao de
Etica em Experimentacdo Animal da UNIFAL (CEUA). O projeto foi aprovado pelo
CEUA sob o numero de protocolo 52/2018.

4.2 DROGAS

- Paclitaxel (Cayman Chemical Company/EUA): agente quimioterapico, diluido
em dimetilsulféxido (DMSO) a uma concentracdo de 5 mg/mL e em solucao salina
estéril (0,9%) e administrado por via intraperitoneal (i.p.) na dose de 1 mg/kg
(SEKIGUCHI et al., 2018).

- FPS-ZM1 (Cayman Chemical Company/EUA): antagonista para os receptores
RAGE, diluido em DMSO e em solucéo salina estéril (0,9%) e administrado por via
intratecal (i.t) nas doses 25 pg, 50 ug e 100 ug (ZHANG, 2017).

- LPS-RS (Invivogen/EUA): antagonista para o TLR4, diluido em solugéo salina
estéril (0,9%) e administrado por via i.t nas doses 0,5 ug e 1 ug (ELISEI et al., 2020)

- Minociclina (Sigma-Aldrich/EUA): inibidor seletivo de microglia, diluida em
solucéo salina estéril (0,9 %) e administrada por via i.t nas doses 5 ug e 10 ug (CHEN
et al., 2018).
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- Fluorocitrato (Invivogen/EUA): inibidor de astrécitos, diluido em solugéo
salina estéril (0,9 %) e administrado por via i.t. nas doses 150 pmol e 300 pmol (ELISEI
et al., 2020).

- SML0543 (Sigma-Aldrich/EUA): inibidor da via MAPK p38 diluido em
dimetilsulféxido (DMSO) a uma concentragcdo de 5 mg/mL e em solugéo salina estéril
(0,9 %) e administrado por via i.t. nas doses 1,5 nmol e 3 nmol (WU et al., 2006)

- PDTC (Sigma-Aldrich/EUA): inibidor de NFkB, diluido em salina estéril (0,9 %)
nas doses 30 pg e 60 pug e administrado por via i.t. (BORGHI et al., 2022).

- Proteina HMGB1 recombinante (Sigma-Aldrich/EUA): diluida em solucéo
salina estéril (0,9%) e administrada por via i.t. nas doses 50 ng e 100 ng (MORIOKA,
2019) .

4.3 VIAS DE ADMINISTRACAO

4.3.1 Via Intraperitoneal

As injecOes intraperitoneais foram realizadas no quadrante inferior esquerdo
anterior do abdome do animal. O animal foi contido pelo experimentador na regido do
dorso e a substancia foi injetada em um volume de 10 mL/Kg na cavidade peritoneal

entre os 6rgaos abdominais.

4.3.2 Via Intratecal

Antes das inje¢Oes i.t., os animais foram anestesiados com isoflurano (2%)
(Cristalia/BR) e O2 (2 L / min). Em seguida, a regidao lombar foi tricotomizada e foi feita
a assepsia com alcool 70%. Os animais foram posicionados em decubito ventral para
facilitar a palpacéo dos espacos intervertebrais L4-L5. A injecao i.t. foi realizada nesse
espaco intervertebral para acesso da regido subaracnoéide usando uma agulha de 13
x 0,3 mm e volume de 5 pL. O movimento da cauda foi considerado indicativo da
administracdo correta (HYLDEN e WILCOX, 1980). Para a padronizacdo da técnica,
a solucéo de lidocaina 2% (Densply Pharmaceutical/EUA) foi administrada i.t. a um
grupo de animais de teste, admitindo a paralisia temporaria dos membros posteriores
como ponto final para confirmar a eficacia da técnica de injegdo (HYLDEN; WILCOX,
1980).
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4.4 MODELO DE DOR NEUROPATICA INDUZIDA POR QUIMIOTERAPIA

Para inducdo do modelo de dor neuropatica induzida por quimioterapia, foi
utilizado o farmaco paclitaxel, administrado por via i.p. em dias alternados na dose 1
mg/kg. Ao todo foram 4 inje¢cdes com uma dose final cumulativa de 4 mg/kg, de acordo
com o protocolo experimental descrito na Figura 4. Os animais do grupo controle
receberam veiculo do paclitaxel (SEKIGUCHI et al., 2018). Os animais que receberam
paclitaxel serdo nomeados como DN (dor neuropética) e os que receberam veiculo

serdo nomeados controle.

4.5 INDUCAO DA NOCICEPCAO PELA PROTEINA HMGB1 RECOMBINANTE

Com o intuito de verificar o envolvimento espinal da HMGB1 na inducdo de
nocicepcao e investigar os mecanismos envolvidos nesse processo, a proteina
HMGB1 recombinante foi administrada por via i.t. nas doses de 50 ng e 100 ng e 0s

animais controle receberam o respectivo veiculo (n=6) (MORIOKA, 2019).

4.6 AVALIACAO DO LIMIAR NOCICEPTIVO MECANICO

Os experimentos para a avaliagdo comportamental do limiar nociceptivo foram
efetuados dentro do ciclo circadiano dos animais, respeitando o ciclo claro, dentre o
periodo de 7:00 horas da manha e 18:00 horas da tarde. Primeiramente, 0os animais
foram colocados em caixas individuais de vidro sobre uma grade de metal que da
acesso a pata e mantidos por 30 minutos para a aclimatacdo ao ambiente para que
entdo fosse dado inicio ao experimento. A avaliacdo do limiar foi feita por meio do
aparato von Frey filamentos (Anesthesio/EUA), o qual considera uma resposta
referente a alodinia mecanica o momento em que o camundongo retira e/ou lambe
e/ou agita a pata avaliada. O kit contém varios filamentos de diferentes espessuras,
nas qual cada espessura corresponde a uma pressao em gramas aplicada pelo
experimentador na pata do animal. Os filamentos utilizados durante 0 nosso teste
foram os seguintes: 0,16 g, 0,4 g, 0,6 g, 1 g, 1,4 g e 2 g. Esses filamentos foram
aplicados perpendicularmente a superficie plantar da pata traseira direita do animal,

iniciando-se pelo flamento de menor espessura. Trés medi¢des, intervaladas em no
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minimo trés minutos cada foram realizadas e a média dos valores (em gramas de cada
filamento no momento da resposta) foi considerada como o valor do limiar nociceptivo

mecanico (Figuras 2 e 3).

Figura 2 - Kit com os diferentes filamentos utilizado no Teste de von Frey

Fonte: da autora.
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Figura 3 - Aparato para realizacéo do teste de Von Frey

Fonte: da autora.

4.8 DELINEAMENTO DOS ENSAIOS COMPORTAMENTAIS

Para avaliar o efeito do tratamento com paclitaxel, foi feita a avaliacdo da medida
basal (MB) do limiar nociceptivo no dia 0. Os animais foram tratados com o respectivo
quimioterapico ou seu veiculo via i.p. em dias alternados (dias 0, 2, 4 e 6), recebendo 4
injecdes (n=6) e novas medidas do limiar nociceptivo foram realizadas nos dias 7, 14,
21, 28 e 35, conforme indicado na Figura 4.
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Figura 4 - Modelo esquematico da periodicidade da administracédo de Paclitaxel/Veiculo e avaliagdo do
limiar nociceptivo

TEMPO (DIAS)
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Fonte: da autora.
Nota: As setas laranja indicam os dias de avaliacdo pelo método de Von frey filamentos.

ApoOs avaliar o efeito nociceptivo do paclitaxel, foi investigada a participacdo
dos receptores RAGE e TLR4 por meio da administragéo i.t. dos antagonistas FPS-
ZM1 nas doses 25 pg, 50 yg e 100 pg e LPS-RS nas doses 0,5 pg e 1 ug,
respectivamente. Além disso, o envolvimento das células da glia, da via de sinalizacéo
intracelular MAPK p38 e do NFkB foram investigadas por meio de inibidores
especificos, sendo eles: minociclina (inibidor de micréglia) nas doses 5 ug e 10 ug,
fluorocitrato (inibidor de astrocitos) nas doses 150 pmol e 300 pmol e SML0543
(inibidor da via MAPK p38) nas doses 1,5 nmol e 3 nmol e o PDTC (inibidor de NFkB),
nas doses de 30 ug e 60 ug. Todos os antagonistas e inibidores foram administrados
por via i.t no 21° dia apés o inicio do tratamento com paclitaxel ou seu respectivo
veiculo e o limiar nociceptivo foi avaliado antes de qualquer injecao para obtencédo da
MB e apos 1, 3, 5, 7 e 24 horas dos tratamentos (FIGURA 5). Os experimentos
ocorreram de maneira independente, ou seja, para cada grupo de tratamento foram

utilizados animais diferentes.
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Figura 5 - Esquema da periodicidade das administragbes do paclitaxel/veiculo seguida dos
antagonistas e inibidores e avaliag6es do limiar nociceptivo
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Fonte: da autora.
Nota: As setas laranja indicam os dias de avaliacdo pelo método de Von frey filamentos.

Para a avaliacdo da nocicepcao induzida pela proteina HMGB1 recombinante,
0S animais primeiramente passaram por uma avaliacao do limiar nociceptivo basal e
logo em seguida receberam o HMGBL1 via i.t. nas doses 50 ng e 100 ng ou seu veiculo
e entdo o limiar nociceptivo foi avaliado na 1°, 3°, 5° e 24° hora de acordo com a Figura
6.

A participagéo dos receptores RAGE e TLR4, das células da glia, MAPK p38 e
NFkB também foram investigadas na nocicepcao induzida por HMGB1. Para isso,
foram injetados os respectivos antagonistas e inibidores na menor dose efetiva de
acordo com as curvas dose-resposta estabelecidas no modelo de nocicepgéo por
paclitaxel e apds 20 minutos foi administrada a HMGB1 recombinante na dose de 50
ng, todos por via i.t. O teste de von Frey foi feito antes das injecbes e apos 1, 3, 5, 7
e 24 horas (FIGURA 6).
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Figura 6 - Esquema da periodicidade das avaliacbes do limiar nociceptivo e administragcdo dos
antagonistas e inibidores seguida da administracdo de HMGB1 recombinante
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Fonte: da autora.
Nota: As setas laranja indicam os dias de avaliacdo pelo método de Von frey filamentos.

4.7 AVALIACAO DA PARTICIPACAO DOS RECEPTORES RAGE E TLR4 NA
PRODUCAO DE CITOCINAS PRO-INFLAMATORIAS E DA LIBERACAO DE
HMGB1 DURANTE A DOR NEUROPATICA INDUZIDA POR PACLITAXEL

Para avaliar a participacao espinal dos receptores RAGE e TLR4 na producéao
das citocinas IL-13, TNF-a e a liberacdo de HMGB1 durante a dor neuropatica
induzida por paclitaxel, foi realizado o ensaio de ELISA (do inglés Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay).

Para verificar a producdo das citocinas, imediatamente apds ultimo dia do
experimento, apos 3 horas da administracdo dos antagonistas, os segmentos L4 a L6
da medula espinal de cada grupo de animais (n=6) tratados com paclitaxel (DN),
veiculo (controle), paclitaxel+FPS-ZM1 (DN+FPS-ZM1) e paclitaxel+LPS-RS
(DN+LPS-RS) foram removidos e posteriormente colocados em microtubos contendo
uma solucao de tampao fosfato-salino (PBS) 0,1 M (pH=7.4). A avaliac&o da liberacao
de HMGBL foi realizada em dois grupos (n=6), sendo eles: animais que receberam
paclitaxel (DN) e animais que receberam veiculo (controle) e a coleta dos tecidos foi
realizada no 21° dia. Em seguida, os tecidos foram homogeneizados e 0 homogenato

foi centrifugado a 3,000rpm por 10 minutos em uma temperatura de 4°C e entdo os
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sobrenadantes foram retirados e armazenados em criotubos em um biofreezer a uma
temperatura de -80°C até o momento da analise.

No dia da analise, os niveis espinais de IL-13, TNF-a e HMGB1 foram dosados
por meio de kits especificos (Peprotech/EUA), de acordo com as instrucbes do
fabricante. Para a andlise, microplacas com 96 pocos foram sensibilizadas com
anticorpos monoclonais de captura overnight e posteriormente tiveram o0s sitios
inespecificos bloqueados com solucdo de albumina bovina por 2 horas. Apés
lavagem, as amostras ou padrdes foram incubadas com o anticorpo de deteccéo, com
a solucdo de avidina-peroxidase e posteriormente adicionada uma solucao
cromogénica para as leituras das reagdes colorimétricas, as quais foram realizadas a
405nm de comprimento em um leitor de microplacas (Synergy H1, BioTek). Os
calculos foram realizados a partir da curva padrdo para determinacdo das
concentracbes das amostras. O modelo esqueméatico do delineamento do ensaio

segue na Figura 7.

Figura 7 - Delineamento experimental para o ensaio de dosagem de citocinas pré-inflamatérias pelo
ensaio de ELISA
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Fonte: da autora.
Nota: FPS-ZM1: antagonista para o receptor RAGE; LPS-RS: antagonista para o receptor TLR4.

4.8 QUANTIFICACAO DE PROTEINAS PELA ANALISE DE WESTERN BLOT
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A técnica de Western Blot foi utilizada para avaliacdo dos niveis proteicos de
HMGB1, dos marcadores de ativagcdo de microglia e astrécitos, Ibal e GFAP

respectivamente, e dos receptores RAGE E TLRA4.

A avaliagéo dos niveis de HMGB1, RAGE e TLR4 foram efetuadas a partir do
tecido medular lombar (segmentos L4-L6) para os grupos paclitaxel (DN) e veiculo
(controle), para os dias 1, 7, 14 e 21 para HMGB1 e 14 e 21 para RAGE e TLR4. Ja
para Ibal e GFAP, as analises foram conduzidas para os grupos paclitaxel (DN),
veiculo (controle), paclitaxel+FPS-ZM1 (DN+FPS-ZM1) e paclitaxel+LPS-RS
(DN+LPS-RS) no 21° dia com coletas ap6s a 3° hora da administracdo dos

antagonistas nas doses 100 pg para FPS-ZM1 e, 1 ug para LPS-RS.

Para a coleta dos segmentos medulares, os animais foram eutanasiados, 0s
tecidos retirados e armazenados em biofreezer a -80°C até o dia do experimento. Os
tecidos foram processados em homogeneizador especifico de tecidos em solucéo
contendo tampé&o RIPA (do inglés, radioimmunoprecipitation assay buffer) associado
a inibidores de protease (10%) e fosfatase (1%) (Sigma-Aldrich/EUA). Foi utilizada a
proporcao de aproximadamente de 0,04 g de tecido medular (regido L4/L6) para 200
Ml de tampdo de lise enriquecido. Apds o processamento, as amostras foram
centrifugadas a 14.000 rpm por 10 minutos e 4°C e o sobrenadantes armazenados

em biofreezer a -80°C para posterior utilizacao.

Foi feita a dosagem de proteinas pelo método de Bradford para posterior
diluicdo das amostras afim de alcancar 30 ug de proteina cada. Posteriormente, as
amostras foram entéo diluidas em tampéao de amostra (4X TRIS HCI/SDS pH=6.8, 3%
Glycerol, 1% SDS, 10% B-mercaptoetanol, Azul de Bromofenol) e fervidas em banho
seco a 95°C por 5 minutos. Para o gel de separacéo, foi utilizado poliacrilamida em
concentracdo de 10% e a eletroforese foi conduzida por meio do aparato Mini-Protean
Tetra Vertical Electrophoresis Cell (Bio-rad/ EUA) com corrente de 80 V para a
passagem das proteinas no gel de entrada e 120 V no gel de corrida. Apds a
conclusao da eletroforese, as proteinas foram transferidas para uma membrana de
nitrocelulose (Millipore/EUA) com poro de 0,45 um de didametro, por meio do sistema
Trans-Blot Turbo (Bio-rad/EUA). A qualidade da transferéncia foi monitorada atraves
da coloracdo da membrana com solucdo de Ponceau 0,3%. A membrana foi entao
lavada em solucdo TBS-Tween (TBS-T) até que a solu¢cdo Ponceau fosse totalmente

eliminada e colocada em solucdo de bloqueio (5% de leite em p6 desnatado), por 2



47

horas. Apos o bloqueio, a membrana foi lavada com TBS-T por cinco minutos (por
cinco vezes) e incubada durante a noite com o anticorpo primario especifico. No dia
seguinte, ela foi lavada com TBS-T por 5 minutos (por 5 vezes) e incubada com o
respectivo anticorpo secundario por 2 horas. Ap0s o0 periodo de incubacdo a
membrana foi novamente lavada em TBS-T (cinco minutos por cinco vezes). Entao,
as bandas proteicas de interesse, foram detectadas por uma reacdo de
guimioluminescéncia por meio do kit ECL Clarity (Bio-rad/EUA), de acordo com a
intensidade da densidade Optica de imunorreatividade e analisadas pelo software
ImageLab (Bio-rad/EUA). A Tabela 1 contém as informag6es dos anticorpos utilizados
e suas especificacbes e 0s modelos esqueméaticos de delineamento estédo

apresentados nas Figuras 8 e 9.

Tabela 1 - Anticorpos utilizados para o ensaio de Western Blot e suas especificagfes

AB PRIMARIO ‘ AB Secundario

Peso

Caodigo Marca Alvo Diluicao
molecular

Cadigo Marca Diluicéo

sc-2004

016-200001 Wako Iba-1 1:500 17 kDa anti-rabbit IgG-  Sigma-Aldrich 1:2000

HRP

oo 1:2000

PA1239 Boster GFAP 1:500 49 kDa anti-mouse Sigma-Aldrich

1gG-HRP

SRl 1:2000

D8L5W Cell Signalling TLR4 1:400 100 kDa anti-rabbit IgG- Sigma-Aldrich

HRP

ADDa4 1:2000

sc-80652 Santa Cruz RAGE 1:500 46 kDa anti-mouse Sigma-Aldrich

IlgG-HRP
A9044
11512 Cayman HMGB1 1:500 31 kDa anti-mouse Sigma-Aldrich
IlgG-HRP
A9044
A2228 Sigma-Aldrich B-actina 1:5000 41 kDa anti-mouse Sigma-Aldrich
IlgG-HRP

1:2000

1:2000

Fonte: da autora.
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Figura 9 - Delineamento experimental para o ensaio de Western Blot para marcacdes de HMGB1,

RAGE e TLR4
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Fonte: da autora.

4.9 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados estédo apresentados como a média + E.P.M. Para o tratamento
estatistico dos dados comportamentais, foi utilizada a analise de variancia de duas
vias (ANOVA) para os testes comportamentais e analise de variancia de uma via

(ANOVA) e teste t student para o ensaio de ELISA e Western Blot. As analises foram
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Figura 8 - Delineamento experimental para o ensaio de Western Blot para marcacdes de Ibal e GFAP
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seguidas pelo pos teste de Bonferroni para comparagfes mdltiplas e foram
consideradas estatisticamente significativos os valores de p<0,05. As analises
estatisticas e elaboracéo de figuras foram realizadas utilizando o software GraphPad
Prism 5.0 (GraphPad/EUA).
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5 RESULTADOS

5.1 PARTICIPACAO ESPINAL DO HMGB1 NA NOCICEPCAO

O HMGB1 é uma proteina presente no nucleo das células com funcdes
estruturais, porém quando liberado para o meio extracelular tem relacdo com o
desenvolvimento da nocicepcéao por desempenhar papel pré-inflamatorio (NISHIDA et
al., 2016). Sendo assim, inicialmente foi avaliado o efeito da administracao intratecal
da proteina HMGB1 recombinante em duas diferentes doses (50 e 100 ng). Os
resultados apresentados no Grafico 1 indicam que a proteina recombinante promoveu
uma reducéo significativa do limiar nociceptivo mecéanico na 1°, 3°, 5° (p < 0,001; f2.15
=11,20) e 7° hora (p < 0,01; f2,15=11,20) para a dose de 50 ng e da 1° a 7° hora (p <
0,001; f2,15=11,20) para a dose de 100 ng em comparagdo com 0 grupo que recebeu

apenas o veiculo.

Gréfico 1 - Nocicepgéo induzida por HMGB1 recombinante
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Fonte: da autora
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Fonte: da autora.

Nota: Os dados representam a média + E.P.M. da medida do limiar nociceptivo (g). Two way ANOVA
seguido do teste de comparacbes multiplas de Bonferroni, ** p<0,01 e *** p<0,001 indicam
significAncia estatistica em relacdo ao grupo Veiculo; n=6 por grupo. MB: medida basal do limiar
nociceptivo. A seta em vermelho indica 0 momento da injecéo intatecal da proteina recombinante
ou veiculo.

5.2 PARTICIPACAO DOS RECEPTORES RAGE E TLR4 NA NOCICEPCAO
INDUZIDA POR HMGB1 RECOMBINANTE

Quando liberado para o meio extracelular, o HMGBL1 liga-se a receptores e
desempenha papel pro-inflamatério. De acordo com a literatura, 0s principais
receptores os quais o HMGBL1 se liga sdo RAGE e TLR4. Sendo assim, observamos
que estes receptores participam da nocicep¢do induzida pela proteina HMGB1
recombinante por meio da administracdo i.t. de seus respectivos antagonistas,

seguida da administracdo da proteina recombinante (50 ng).

A participagdo do RAGE pode ser observada no Grafico 2, na qual a
administracdo de seu antagonista FPS-ZM1 (100 ug) reverteu a nocicepcgao da 1° a
7° hora (p < 0,001; f318 =15,78). Além disso, um similar efeito foi encontrado pelo
antagonista para os TLR4, LPS-RS (1 ug), o qual promoveu um significativo aumento
do limiar nociceptivo apés a 1°, 3° (p < 0,001, f318 =8,29) e 5° hora (p < 0,01; f31s
=8,29) ap0Os sua administracdo (GRAFICO 3). Animais TLR4" receberam a injecéo
intratecal da proteina recombinante. Os animais WT + HMGB1 apresentaram reducao
significativa do limiar nociceptivo da 1° a 7° hora (p < 0,001; f318 =12,30) em relacéo
ao grupo WT veiculo, enquanto o grupo TLR4”- + HMGB1 n&o apresentou reducéo do
limiar nociceptivo em nenhum dos tempos avaliados (GRAFICO 4). Estes dados
sugerem a participacdo dos receptores RAGE e TLR4 a nivel espinal durante a

nocicepc¢ao induzida por HMGB1.
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Grafico 2 - Participacdo de RAGE na nocicepg¢éo induzida por HMGB1

@ Veiculo ® FPS-ZM1 (100 pg) + HMGB1 (50 ng)
@ HMGB1 (50 ng) - FPS-ZM1 (100 pg) + Veiculo
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Fonte: da autora.

Nota: Os dados representam a média £ E.P.M. da medida do limiar nociceptivo (g). Two way ANOVA
seguido do teste de comparacdes mudltiplas de Bonferroni, *** p<0,001 indica significancia
estatistica em relacao ao grupo Veiculo, ### p<0,001 indica significancia estatistica em relagédo
ao grupo HMGBL1 (50ng). n=6 por grupo. MB: medida basal do limiar nociceptivo. A seta em azul
indica a injecdo intratecal do antagonista e a seta em vermelho a injecdo da proteina
recombinante.
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Grafico 3 - Participacdo de TLR4 na nocicepgéo induzida por HMGB1
@ Veiculo ® LPS-RS (1 ng) + HMGB1 (50 ng)
@ HMGB1 (50 ng) -4 LPS-RS (1 nug)+ Veiculo
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Fonte: da autora.

Nota: Os dados representam a média + E.P.M. da medida do limiar nociceptivo (g). Two way ANOVA
seguido do teste de comparagBes mudltiplas de Bonferroni, *** p<0,001 e ** p<0,01 indicam
significancia estatistica em relagdo ao grupo Veiculo, ### p<0,001 e ## p<0,01 indicam
significancia estatistica em relagdo ao grupo HMGB1 (50ng). n=6 por grupo. MB: medida basal
do limiar nociceptivo. A seta em azul indica a injecéo intratecal do antagonista e a seta em
vermelho a injecdo da proteina recombinante.
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Grafico 4 - Participacdo de TLR4 utilizando animais TLR4(-/-) na nocicepcao induzida por HMGB1
- WT + HVGB1 (50 ng) - TLR4 "+ HMGB1 (50 ng)

9 WT + Veiculo -4 TLR4 7" + Veiculo

1.5+
G
o
2 1.0
Q.
[«}]
Q
'S
(=]
z * k%
& 0.5 ik
E
-

dededk %%k %k
0-0 L] L T L) T
MB 1 3 5 7 24
| Tempo (h)

Fonte: da autora.

Nota: Os dados representam a média £ E.P.M. da medida do limiar nociceptivo (g). Two way ANOVA
seguido do teste de comparacdes multiplas de Bonferroni, *** p<0,001 indica significancia
estatistica em relacdo ao grupo WT + Veiculo. n=6 por grupo. MB: medida basal do limiar
nociceptivo. A seta em vermelho indica 0 momento da injecéo intatecal da proteina recombinante
ou veiculo.

5.3 PARTICIPACAO DE MICROGLIA E ASTROCITOS ESPINAIS NA NOCICEPCAO
INDUZIDA POR HMGB1

Visto que durante o desenvolvimento da nocicepcao ocorre a participacédo dos
receptores RAGE e TLR4 e que a literatura aponta que estes receptores séo
expressos por células da glia, este estudo avaliou a participacdo de microglia e
astrocitos a nivel espinal na nocicepcao induzida pela proteina HMGB1 recombinante.
O Gréfico 5 indica a participagdo da micréglia, pois os animais que receberam HMGB1
recombinante (50ng) apresentaram reducgao significativa do limiar nociceptivo em
comparacao ao grupo veiculo na 1°, 3°, 5° (p<0,001; f320=11,21) e 7° hora (P<0,01,;
f320=11,21), porém animais tratados com o inibidor de micrdglia, (minociclina 10 pg)
apresentaram aumento significativo do limiar nociceptivo em relacdo ao grupo HMGB1

da 1° a 5° hora (p<0,001; f320 =11,21). De modo semelhante a participacdo dos

astrocitos € demonstrada no Grafico 6, pois os animais que receberam HMGB1
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recombinante apresentaram reducg&o do limiar nociceptivo da 1° a 7° hora (p<0,001,
f3,20=6,73), porém quando tratados com fluorocitrato (inibidor de astrécitos, 300 pmol),
houve aumento significativo na 1° (p<0,01; fs20 =6,73) 3° e 5° hora (p<0,001; f320
=6,73).

Grafico 5 - Participacdo da micréoglia na nocicepgéo induzida por HMGB1

-® Veiculo -® Mino (10 ug) + HMGB1 (50 ng)
@ HMGB1 (50 ng) <%~ Mino (10 ug) + Veiculo
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Fonte: da autora.

Nota: Os dados representam a média + E.P.M. da medida do limiar nociceptivo (g). Two way ANOVA
seguido do teste de comparagBes muiltiplas de Bonferroni, * p<0,05 e *** p<0,001 indicam
significancia estatistica em relagdo ao grupo Veiculo e ### p<0,001 indica significancia
estatistica em relagdo ao grupo HMGB1 (50 ng). n=6 por grupo. MB: medida basal do limiar
nociceptivo. Mino: minociclina. A seta em azul indica a inje¢céo intratecal do inibidor e a seta em
vermelho a injecdo da proteina recombinante.
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Gréfico 6 - Participacao dos astrocitos na nocicepgédo induzida por HMGB1

@ Veiculo ®- FC (300 pmol) + HMGB1 (50 ng)
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Fonte: da autora.

Nota: Os dados representam a média £ E.P.M. da medida do limiar nociceptivo (g). Two way ANOVA
seguido do teste de comparacBes multiplas de Bonferroni, *** p<0,001 indica significancia
estatistica em relacdo ao grupo Veiculo e ## p<0,01 e ### p<0,001 indicam significancia
estatistica em relagdo ao grupo HMGB1 (50 ng). n=6 por grupo. MB: medida basal do limiar
nociceptivo. FC: fluorocitrato. A seta em azul indica a injecéo intratecal do inibidor e a seta em
vermelho a injecdo da proteina recombinante.

5.4 SINALIZACAO INTRACELULAR DE MAPK p38 E NFkB ESPINAIS NA
NOCICEPCAO INDUZIDA POR HMGB1

A ativacdo de receptores em células da glia, ativa cascatas de sinalizacao
intracelulares, como as MAPK; que por sua vez, ativam fatores de transcricdo para
citocinas proé-inflamatoérias, como o NFkB, os quais contribuem para a nocicepcdo. O
envolvimento da MAPK p38 e do NFkB foi avaliado durante a nocicepcéo induzida por
HMGB1 por meio da injecdo intratecal de seus inibidores. O Grafico 7 indica que
durante a nocicepc¢ao induzida por HMGB1 ocorre a ativagcéo da sinalizagéo de p38,
pois animais que foram pré-tratados com seu inibidor SML0543 (3 nmol) tiveram
aumento significativo do limiar na 1, 3°, 5° (p<0,001; f317 =6,20) e 24° hora (p<0,01;
f3,17 =6,20) quando comparados ao grupo que recebeu HMGB1 (50ng).



57

A sinalizacéo do NFkB na nocicepcao induzida por HMGB1 é demonstrada no
Gréfico 8, de modo que os animais que receberam a proteina recombinante
apresentaram diminuicdo significativa do limiar nociceptivo em relacdo ao grupo
veiculo da 1° a 7° hora (p<0,001; f318=7,36) e 0 grupo pré-tratado com o inibidor de
NFkB, o PDTC, apresentou aumento significativo do limiar na 1° (p<0,05; 3,18 =7,36),
3°,5° e 7° hora (p<0,001; f318 =7,36).

Grafico 7 - Sinalizagdo da MAPK p38 na nocicepg¢éo induzida por HMGB1

- Veiculo ® SML0543 (3 nmol) + HMGB1 (50 ng)
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Fonte: da autora.

Nota: Os dados representam a média + E.P.M. da medida do limiar nociceptivo (g). Two way ANOVA
seguido do teste de compara¢Bes multiplas de Bonferroni, ** p<0,01 e *** p<0,001 indicam
significancia estatistica em relacdo ao grupo Veiculo e ## p<0,01 e ### p<0,001 indicam
significancia estatistica em relacéo ao grupo HMGBL1 (50 ng). n=6 por grupo. MB: medida basal
do limiar nociceptivo. SML0543: inibidor de MAPK p38. A seta em azul indica a inje¢&o intratecal
do inibidor e a seta em vermelho a injecao da proteina recombinante.
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Grafico 8 - Ativacao do NFkB na nocicepgéo induzida por HMGB1

@ Veiculo @ PDTC (60 ng) + HMGB1 (50 ng)
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Fonte: da autora.

Nota: Os dados representam a média £ E.P.M. da medida do limiar nociceptivo (g). Two way ANOVA
seguido do teste de comparagBes mudltiplas de Bonferroni, * P<0,05 e *** p<0,001 indicam
significancia estatistica em relacdo ao grupo Veiculo e # p<0,05 e ### p<0,001 indicam
significAncia estatistica em relacdo ao grupo HMGBL1 (50 ng). n=6 por grupo. MB: medida basal
do limiar nociceptivo. PDTC: inibidor de NFkB. A seta em azul indica a injec&o intratecal do
inibidor e a seta em vermelho a injecdo da proteina recombinante.

5.5 AVALIACAO DO LIMIAR NOCICEPTIVO NA DOR NEUROPATICA INDUZIDA
POR PACLITAXEL

Para que o modelo de dor neuropética fosse padronizado, os animais foram
divididos em 2 grupos, sendo 6 animais que receberam paclitaxel (DN) e 6 animais
gue receberam o respectivo veiculo (Controle), ambos em dias alternados, sendo eles:
0, 2,4 e 6, por via i.p. Como pode ser observado no Gréfico 9, a partir da 1° avaliacédo
(dia 7), os animais DN apresentaram diminui¢do significativa do limiar nociceptivo,
indicando alodinia mecénica, que perdurou até o 35° dia (p < 0,001; f1,10 = 11,64)

quando comparados ao grupo veiculo.
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Grafico 9 - Avaliagdo do limiar nociceptivo na dor neuropatica induzida por paclitaxel
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Fonte: da autora.

Nota: Os dados representam a média + E.P.M. da medida do limiar nociceptivo (g). Two way ANOVA
seguido do teste de comparacdes mdltiplas de Bonferroni, *** p<0,001 indica significAncia
estatistica em relagdo ao grupo controle, n=6 por grupo. MB: medida basal do limiar nociceptivo;
DN: dor neuropatica.

5.3 PARTICIPACAO DOS RECEPTORES RAGE E TLR4 NA DOR NEUROPATICA
INDUZIDA POR PACLITAXEL

A participacdo dos receptores RAGE e TLR4 foi observada na nocicepcao
induzida pela proteina recombinante HMGB1. Deste modo, avaliamos a participacédo
destes receptores a nivel espinal na dor neuropatica induzida pelo paclitaxel, por meio

da administracao de seus respectivos antagonistas FPS-ZM1 e LPS-RS.

O Grafico 10 demonstra os efeitos causados pelo antagonista do receptor
RAGE (FPS-ZM1), em que em sua menor dose (25 pg) nao foi capaz (p>0,05) de
alterar a alodinia mecénica dos animais DN, porém a dose de 50 ug reduziu a alodinia
mecanica apos a 1° (p < 0,01; f4,24 =16,66) e 3° hora (p < 0,05; f424 =16,66) de sua
administracdo. Ja a maior dose utilizada de FPS-ZM1 (100 ug) produziu uma

significativa antinocicepgéo da 1° a 7° hora (p < 0,001, f4,24 =16,66).



60

A participagéo dos receptores TLR4 neste processo foi avaliada por meio da
injecdo do antagonista LPS-RS nas doses de 0,5 e 1 ug. O Gréafico 11 indica que a
menor dose (0,5 ug) promoveu reducao da alodinia mecéanica na 1° e 3° hora (p <
0,01; f320 =11,90), enquanto a maior dose (1 ug) teve efeito significativo na 3° e 5°
hora (p<0,01; f3,20=11,90) em comparacao ao grupo DN, sugerindo a participagéo dos
receptores RAGE e TLR4 neste modelo (GRAFICOS 10 e 11).

Grafico 10 - Participacéo dos receptores RAGE na dor neuropatica induzida por paclitaxel.
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Fonte: da autora.

Nota: Os dados representam a média + E.P.M. da medida do limiar nociceptivo (g). Two way ANOVA
seguido do teste de comparacdes multiplas de Bonferroni, *** p<0,001 indica significancia
estatistica entre os grupos DN e Controle, # p<0,05, ## p<0,01 e ### p<0,001 indicam
significancia estatistica em relagédo ao grupo DN, n=6 por grupo. A quebra no eixo “x” no grafico
indica o intervalo de tempo entre o inicio dos tratamentos com paclitaxel ou veiculo e a
administragcdo do antagonista (21 dias).
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Grafico 11 - Participacéo dos receptores TLR4 na dor neuropética induzida por paclitaxel
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Fonte: da autora.

Nota: Os dados representam a média + E.P.M. da medida do limiar nociceptivo (g). Two way ANOVA
seguido do teste de comparacbes mudltiplas de Bonferroni, *** p<0,001 indica significancia
estatistica em relacéo ao grupo controle, ### p<0,001 indica significancia estatistica em relagédo
ao grupo DN, n=6 por grupo. A quebra no eixo “x” no grafico indica o intervalo de tempo entre o
inicio dos tratamentos com paclitaxel ou veiculo e a administragdo do antagonista (21 dias).

5.2 ENVOLVIMENTO DAS CELULAS DA GLIA NA DOR NEUROPATICA INDUZIDA
POR PACLITAXEL

Visto que a ativacdo de células da glia esta envolvida na génese e manutencéo
da dor neuropatica (MILLIGAN; WATKINS, 2009) e que também observamos sua
participacdo na nocicepcao induzida por HMGB1, foi avaliada a participacéo espinal
de microglia e astrocitos na dor neuropatica induzida por paclitaxel por meio da
administracao i.t. de seus respectivos inibidores: minociclina (5 e 10 ug) e fluorocitrato
(150 e 300 pmol), com intuito de posteriormente avaliar a interacao entre o HMGBL1 e

as células da glia espinais durante a DN.

O Gréfico 12 demonstra a participacédo da microglia, uma vez que a menor dose
gerou reversao da alodinia mecanica nos grupos tratados com minociclina 5 pg tanto
na 3° (p < 0,05; fs20 =15,37) como na 5° hora (p < 0,01; f320 =15,37) quando
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comparados ao grupo DN. A dose de 10 pg também reverteu a alodinia mecanica na
1° e 3° e 5° hora (p < 0,001; f3,20=15,37).

A participacdo dos astrocitos foi demonstrada no Grafico 13, indicando
diminuicdo da alodinia mecéanica na 1° hora para a dose de 150 pmol de fluorocitrato
(p < 0,01; f320=13,39) e na 3° e 5° hora para a dose de 300 pmol (p < 0,001; f320
=13,39) em relacdo ao grupo DN. Sendo assim, os dados indicam a participacao

espinal das células da glia na dor neuropatica induzida pelo paclitaxel.

Gréfico 12 - Participacdo da microglia na dor neuropética induzida por paclitaxel
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Fonte: da autora.

Nota: Os dados representam a média + E.P.M. da medida do limiar nociceptivo (g). Two way ANOVA
seguido do teste de comparacdes mudltiplas de Bonferroni, *** p<0,001 indica significancia
estatistica em relacdo ao grupo controle, # p<0,05, ## p<0,01 e ### p<0,001 indicam significaAncia
estatistica em relacdo ao grupo DN, n=6 por grupo. A quebra no eixo “x” no grafico indica o
intervalo de tempo entre o inicio dos tratamentos com paclitaxel ou veiculo e a administracao do
inibidor (21 dias). Mino: minociclina.



63

Grafico 13 - Participacéo dos astrdcitos na dor neuropética induzida por paclitaxel
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Fonte: da autora.

Nota: Os dados representam a média + E.P.M. da medida do limiar nociceptivo (g). Two way ANOVA
seguido do teste de comparacdes multiplas de Bonferroni, *** p<0,001 indica significancia
estatistica em relacdo ao grupo controle, ## p<0,01 e ### p<0,001 indicam significancia
estatistica em relagdo ao grupo DN, n=6 por grupo. A quebra no eixo “x” no grafico indica o
intervalo de tempo entre o inicio dos tratamentos com paclitaxel ou veiculo e a administracéo do
inibidor (21 dias). FC: fluorocitrato.

5.5 PARTICIPACAO DA VIA DE SINALIZACAO INTRACELULAR MAPK p38 e NFkB
NA DOR NEUROPATICA INDUZIDA POR PACLITAXEL

Durante a dor neuropatica, a ativacdo da sinalizacdo da MAPK p38 leva a
translocacdo do NFkB que resulta na liberacdo de citocinas pré-inflamatérias. Visto
que a proteina recombinante HMGBL1 ativou tal sinalizacdo, bem como os receptores
RAGE e TLR4 e células da glia, a participacdo dessa via de sinalizacdo foi avaliada
por meio da inibicdo tanto de p38 como do NFkB em nosso modelo de dor neuropética
induzida por paclitaxel. Para avaliacédo da participacéo de p38, foi utilizado seu inibidor
SML0543 nas doses de 1,5 e 3 nmol. O Grafico 14 indica a participacdo desta via no
modelo de dor neuropatica utilizado, uma vez que a maior dose foi capaz de aumentar
significativamente o limiar nociceptivo mecéanico na 1°, 3° e 5° hora (p < 0,001; f320

=14,33) de sua administracdo. Ja a participacdo do NFkB esta demonstrada no
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Gréfico 15, o qual indica que a maior dose de seu inibidor PDTC (60 pg), promoveu

aumento do limiar nociceptiva da 1° a 7° hora,; f3,20=4,12).

Graéfico 14 - Participacdo MAPK p38 na dor neuropatica induzida por paclitaxel
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Fonte: da autora.

Nota: Os dados representam a média + E.P.M. da medida do limiar nociceptivo (g). Two way ANOVA
seguido do teste de comparacdes multiplas de Bonferroni, *** p<0,001 indica significancia
estatistica em relacdo ao grupo controle e ### p<0,001 indica significAncia estatistica em relagédo
ao grupo DN, n=6 por grupo. A quebra no eixo “x” no grafico indica o intervalo de tempo entre o
inicio dos tratamentos com paclitaxel ou veiculo e a administracéo do inibidor (21 dias).
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Grafico 15 - Participacéo do NFKkB na dor neuropatica induzida por paclitaxel
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Fonte: da autora.

Nota: Os dados representam a média + E.P.M. da medida do limiar nociceptivo (g). Two way ANOVA
seguido do teste de comparacdes mudltiplas de Bonferroni, *** p<0,001 indica significancia
estatistica em relacéo ao grupo controle e ### p<0,001 indica significancia estatistica em relagédo

ao grupo DN, n=6 por grupo. A quebra no eixo “x” no grafico indica o intervalo de tempo entre o
inicio dos tratamentos com paclitaxel ou veiculo e a administracéo do inibidor (21 dias).

5.5 ENVOLVIMENTO DO HMGB1 NA FASE INICIAL DA DOR NEUROPATICA
INDUZIDA POR PACLITAXEL

O uso de quimioterapicos leva a quadros de neuropatia devido a degeneracao
neuronal e neuroinflamacédo que ocorrem. Nossos dados demonstraram que a
proteina HMGB1 recombinante foi capaz de gerar alodinia mecanica a nivel espinal.
Deste modo, os niveis proteicos de HMGB1 foram avaliados durante a dor neuropética
induzida por paclitaxel, afim de elucidar seu papel neste modelo. No dia 1, pode-se
observar a ocorréncia de aumento dos niveis de HMGB1 nos animais DN em relacao
aos animais controle (p<0,05) (GRAFICO 16 a), porém nos dias 7, 14 e 21 este
aumento nao foi mais observado (GRAFICOS 16 b-d). Os niveis de HMGB1 também
foram avaliados pelo método de ELISA no 21° dia, porém assim como no ensaio de

Western blot, ndo foi encontrada diferenca em comparacgéo ao grupo veiculo (p>0,05),



66

sugerindo a participacdo do HMGB1 na fase inicial da dor neuropatica induzida pelo

paclitaxel (GRAFICO 17).

Graéfico 16 (a-d) - Avaliacdo dos niveis proteicos HMGBL1 pelo ensaio de Western Blot
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Gréfico 17 - Dosagem dos niveis de HMGB1 pelo método de ELISA no 21° apés o inicio da indugéo
da dor neuropatica
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Fonte: da autora.
Nota: Os dados representam a média = E.P.M. teste t student, n=4 por grupo.

5.5 INVESTIGACAO DOS NIVEIS DE RAGE E TLR4 ESPINAIS E SUA INFLUENCIA
SOBRE AS CELULAS DA GLIA DURANTE A DOR NEUROPATICA INDUZIDA

PELO PACLITAXEL

Nos experimentos comportamentais foi verificada a participacéo dos receptores
RAGE e TLR4 na dor neuropética, uma vez que quando blogueados houve diminuicédo
da nocicepcao, além disso, também observamos o envolvimento destes receptores
na nocicepc¢ao induzida por HMGB1. Deste modo, foram avaliados os niveis proteicos
de ambos receptores nos dias 14 e 21 apdés o inicio dos tratamentos com paclitaxel
ou veiculo. Os gréaficos 18 a e b representam os niveis proteicos de RAGE, os quais
nao apresentaram alteracbes, porém o0s niveis de TLR4 aumentaram de forma
significativamente estatistica tanto no 14° (p<0,05) como no 21° (p<0,01) dia quando

comparado ao grupo controle (GRAFICOS 19 a-b).
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Gréfico 18 (a-b) - Avaliacdo dos niveis proteicos RAGE pelo ensaio de Western Blot.
A) RAGE 14 DIAS B) RAGE 21 DIAS
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Fonte: da autora.
Nota: Os dados representam a média + E.P.M. teste t student, n=4 por grupo.

Gréfico 19 (a-b) - Avaliacéo dos niveis proteicos TLR4 pelo ensaio de Western Blot
A) TLR414DIAS B) TLR421DIAS
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Fonte: da autora.
Nota: Os dados representam a média + E.P.M. teste t student, * p<0,05 e ** p<0,01 indicam significancia

estatistica em relagéo ao grupo controle; n=4 por grupo.

Visto que as células da glia expressam os receptores RAGE e TLR4, foi

avaliado por meio do ensaio de Western Blot a influéncia dos mesmos em uma
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possivel ativacdo de micréglia e astrocitos espinais de animais com dor neuropatica
tratados com os respectivos antagonistas no 21°. Para a avaliagdo da microglia, foi
utilizado o marcador Ibal e o Grafico 20 a indica que 0s animais que receberam o
antagonista de TLR4 apresentaram diminuicdo destes niveis em comparacdo ao
grupo controle a ao grupo DN (p<0,05), o que indica que os receptores TLR4
participam da ativacdo microglial na dor neuropética induzida por paclitaxel. Embora
nao houve significancia estatistica no grupo que recebeu o antagonista para RAGE,
houve tendéncia de diminuicdo dos niveis proteicos de Ibal. JA o Gréafico 20 b
demonstra a avaliagdo dos niveis de GFAP, marcador da ativacdo de astrocitos, o

qual ndo apresentou nenhuma alteracédo significativamente estatistica.

Gréfico 20 (a-b) - Avaliacdo dos niveis proteicos de Ibal e GFAP pelo ensaio de Western Blot
A) B)
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Fonte: da autora.
Nota: Os dados representam a média + E.P.M. One way ANOVA seguido do teste de comparacdes

multiplas de Bonferroni, * p<0,001 indica significancia estatistica em relacéo ao grupo DN, n=4
por grupo.

5.4 ENVOLVIMENTO DOS RECEPTORES RAGE E TLR4 NA LIBERACAO DE
CITOCINAS PRO-INFLAMATORIAS DURANTE A NEUROPATIA

Até entdo nossos dados demonstraram o envolvimento do HMGB1 na ativagédo

dos receptores RAGE e TLR4, principalmente com a participacdo de TLR4 na
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micréglia e a ativacdo da sinalizacdo de p38 e NFkB. Como o envolvimento de
citocinas proé-inflamatérias tem sido demonstrado na dor neuropatica (LI, XIANGNAN
et al., 2016) e nossos resultados indicam que as vias ativadas levam a liberacdo de
citocinas, foi efetuado o ensaio de ELISA em animais com DN tratados com
antagonistas de RAGE e TLR4. Os Graficos 21 a e b indicam que os animais com DN
apresentaram aumento significativo dos niveis de IL-1f (p<0,05), mas ndo de TNF-a
em relacdo ao grupo controle e o bloqueio do receptor TLR4 diminuiu apenas os niveis

de TNF-a em relagcao ao grupo DN (p<0,05).

Jé os Gréficos 21 c e d indicam que os animais DN apresentaram significativo
aumento dos niveis de IL-1B (p<0,01) e de TNF-a (p<0,05), porém quando o receptor
RAGE é bloqueado, o aumento de IL-1 (p<0,01) e de TNF-a (p<0,001) é prevenido.
Sendo assim, os dados indicam participacéo dos receptores TLR4 e RAGE nos niveis

de citocinas pro-inflamatorias durante a dor neuropatica induzida por paclitaxel.

Gréfico 21 (a-d) - Participacado dos receptores TLR4 e RAGE na liberacdo de TNF-a e IL-18 na
neuropatia induzida por paclitaxel
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Fonte: da autora.

Nota: a) e b) Os animais foram submetidos ao tratamento com paclitaxel (DN) e no 21° dia foi
administrado LPS-RS e a coleta dos segmentos medulares foi efetuada na 3° hora. One way
ANOVA seguido do teste de comparag6es multiplas de Bonferroni. * p<0,05 indica significAncia
estatistica em relacdo ao grupo controle, ### p<0,001 indicam significancia estatistica em
relacdo ao grupo Ptx. n=6 por grupo. c) e d) Os animais foram submetidos ao tratamento com
paclitaxel (DN) e no 21° dia foi administrado FPS-ZM1 e a coleta dos segmentos medulares foi
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efetuada na 3° hora. One way ANOVA seguido do teste de comparac¢des multiplas de Bonferroni.
* p<0,05 e ** p<0,01 indicam significancia estatistica em relagao ao grupo controle, ## p<0, ###
p<0,001 indicam significancia estatistica em relacdo ao grupo DN. n=6 por grupo.
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6 DISCUSSAO

Durante processos inflamatoérios ocorre a liberagcdo de DAMPs, a qual pode
ocorrer de forma passiva principalmente durante necrose e apoptose, devido a ruptura
das membranas celulares ou de forma ativa por lisossomos e exossomos secretores.
Estas moléculas sdo potentes ativadoras do sistema imunolégico e uma vez liberadas
tem relacdo com o desenvolvimento da nocicepcdo, devido a sua interagdo com
receptores que culminam na producéo de citocinas e quimiocinas (MURAO et al.,
2021). Um dos principais DAMPs estudados atualmente é o HMGB1, uma proteina
nuclear de ligacdo a cromatina associada a replicacdo do DNA, com funcdo de
modular a transcricao de varias proteinas, incluindo o NFkB e esta presente no nicleo
de células neuronais, como nociceptores e neurbnios corticais, bem como células ndo
neuronais como macréfagos, microglia e astrocitos (FAN et al., 2020; KRYSKO et al.,
2012; YANG et al.,, 2021). Quando liberado para o meio extracelular, o HMGB1
interage com receptores e pode ativar diretamente o sistema nociceptivo por meio de
diferentes mecanismos, sendo que neste trabalho investigamos sua interacdo com 0s

receptores RAGE e TLR4 em células da glia (KATO;SVENSSON, 2015).

A participacdo da nocicepcéo induzida por HMGB1 a nivel espinal ja foi
descrita, como no estudo de Morioka et al. (2019), indicando alodinia mecéanica.
Porém nosso estudo aprofundou-se na elucidacéo da via envolvida nesta nocicep¢ao
(MORIOKA, 2019). Ap6s demonstrarmos que a injecdo intratecal da proteina HMGB1
recombinante gerou alodinia, exploramos 0s mecanismos envolvidos no
desenvolvimento da nocicepcéo e encontramos a participacao dos receptores RAGE
e TLR4, da micréglia e astrécitos e da sinalizacao intracelular MAPK p38 e NFkB a
nivel espinal por meio de inje¢&o intratecal de antagonistas e inibidores, além de sua
relacdo com o desenvolvimento da dor neuropética induzida por quimioterapia, sendo
o grande diferencial o dado encontrado relacionando o HMGBL1 logo na fase inicial da
dor neuropatica, algo ainda ndo demonstrado pela literatura.

Os principais receptores pelos quais o HMGBL1 se liga quando liberado para o
meio extracelular sdo RAGE e TLR4, que sdo componentes chave da ativacdo do
sistema imune inato. Os receptores RAGE ja sdo expressos em condi¢fes basais

porém sdo supra regulados em estados de inflamacéo crénica, desde doencas
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cardiovasculares, diabetes, cancer e condi¢des neurodegenerativas, a qual pode-se
incluir a dor neuropatica induzida por quimioterapicos (HUDSON; LIPPMAN, 2018). A
interacdo entre o HMGB1 liberado sob condi¢cdes de morte celular e RAGE resulta na
ativacdo de vias de sinalizacéo intracelulares e transcricdo de genes para citocinas
pro-inflamatérias (HUDSON; LIPPMAN, 2018). O receptor TLR4 € um dos principais
reguladores dos processos inflamatérios e neuroinflamatérios, mecanismos que
ocorrem durante a dor neuropatica e a ligacdo entre HMGB1 e TLR4 tem sido
demonstrada de grande importancia neste processo por iniciar cascatas de producao
e liberacdo de citocinas (KATO; SVENSSON, 2015). Nossos resultados
comportamentais indicaram a participacdo de RAGE e TLR4 na nocicepc¢ao induzida
por HMGB1 a nivel espinal, uma vez que o pré-tratamento com o antagonista FPS-
ZM1 e LPS-RS preveniram a nocicepg¢ao. Nishida et al., (2016) demonstraram esta
relacdo a nivel periférico a partir das injecbes por via intraplantar relacionando sua
liberacdo por macréfagos, porém em nosso estudo demonstramos esta participacao
a nivel espinal, sugerindo que a durante a lesdo nervosa causada pelo tratamento

com paclitaxel a liberacdo de HMGB1 pode modular a dor via estes receptores.

A relacado entre o HMGBL1 e as células da glia espinais, micréglia e astrocitos,
foi encontrada em nosso estudo, uma vez que a inibicdo dessas células preveniu a
nocicepcdo induzida por HMGBL1. A literatura relata que em cultura de micréglia o
tratamento com HMGB1 recombinante promoveu a ativacdo dessas células
favorecendo o fenétipo M1 (pré-inflamatorio), demonstrando em ensaio de PCR que
observou o aumento de RNA mensageiro (RNAm) de marcadores pré-inflamatorios
como TNF-a, INOS e CD86, além do aumento da expressédo dos receptores RAGE e
TLR4 mostrado no ensaio de Western Blot (FAN et al., 2020). O antagonismo do
receptor RAGE diminuiu estes mesmos marcadores pro-inflamatorios, indicando a
presenca desses receptores na microglia (FAN et al.,, 2020). Embora nossos
resultados sugiram o papel da micréglia in vivo, o estudo de Fan et al., (2020)
corrobora com nossos dados sugerindo a interacdo entre HMGB1 e microglia. A
ativacdo de astrdcitos espinais foi demonstrada por Morioka et al., (2019), uma vez
que a injecao intratecal de HMGB1 levou ao aumento da marcacdo de GFAP em
ensaio de imunofluorescéncia na medula espinal. Este mesmo estudo indicou a
presenca de TLR4 em astrocitos uma vez que seu antagonista diminuiu os niveis de

células GFAP positivas. O estudo de Morioka et al., (2019) vai de encontro aos nosSsos
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dados, pois também observamos a participacdo de astrocitos na nocicepcao induzida
por HMGB1 em ensaio comportamental.

A ativacdo dos receptores RAGE e TLR4 leva a sinalizagéo intracelular a
jusante de proteinas cinases como a p38 e a translocacdo do NFkB que estédo
intimamente ligados a processos inflamatorios e resultam em um aumento da
regulacdo da resposta inflamatoria (KATO; SVENSSON, 2015). Em nosso trabalho, a
participacdo destes receptores na nocicepc¢éao induzida por HMGB1 recombinante foi
observada a partir da avaliacdo do envolvimento da MAPK p38 e do NFkB neste
processo e por meio da injecdo intratecal dos inibidores que consequentemente
preveniu a nocicepcdo, 0 que sugere a participacdo dessa sinalizacdo nesse
mecanismo induzido por HMGBL1. Liu et al., (2019) demonstraram em modelo de
cultura de células NP (nucleo pulposo), relacionadas a degeneracdo de disco
intervertebral, que o HMGBL1 induz a fosforilagdo de p38 e que uma vez inibido essa
resposta diminui juntamente com a liberacao de citocinas pro-inflamatorias (LIU et al.,
2019). Um outro trabalho demonstrou em modelo de hemorragia subaracnoide o
aumento da expressdo de RAGE concomitante ao aumento da expressdo de NFkB
no cortex de ratos pelo ensaio de Western Blot (LI et al., 2014). Sendo assim, a
participacdo da sinalizagdo HMGB1/p38/NFkB encontrada em nosso estudo vai de
encontro aos dados da literatura, embora estes estudos descritos ndo tenham sido
relacionados a nocicep¢ao, mas que nos fornece um embasamento para a elucidacao

dos mecanismos envolvidos neste processo.

A dor neuropatica induzida por quimioterapia é bem descrita na literatura, pois
algumas classes de farmacos quimioterdpicos como o paclitaxel atuam como
estabilizadores dos microtibulos das células a fim de impedir a despolimerizacéo e
proliferacdo, porém nao afeta somente as células cancerigenas, o que gera danos as
fibras de axénios sensoriais e podem resultar em sintomas como a alodinia desde a
primeira infusdo da droga e pode persistir por anos (BOBYLEV et al., 2015; CHIBA et
al., 2016; COLVIN, 2020; LI et al., 2020; PEASE-RAISSI et al., 2018). Em nosso
estudo, a injecao intraperitoneal de paclitaxel gerou alodinia mecanica, demonstrada
pela diminuicdo do limiar nociceptivo no teste comportamental de von Frey filamentos

desde a primeira avaliacéo.
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A partir destes dados encontrados relacionados a via em que o HMGB1 gera
nocicepcao, investigamos se as vias relacionadas ao desenvolvimento da DN induzida
por paclitaxel coincidiam com as vias ativadas na nocicepcéao induzida por HMGB1
para entéo verificar a participacdo do HMGB1 no desenvolvimento da dor neuropatica
e encontramos participacdo dos receptores RAGE e TLR4, das células da glia, da

sinalizacdo de p38 e NFkB.

Atualmente sabe-se que durante lesGes do sistema nervoso ocorrem respostas
neuroimunes centrais subjacentes e as células da glia tem importante papel na génese
e manutencdo da dor neuropatica (MILLIGAN; WATKINS, 2009). Nossos dados
comportamentais apontam que tanto a inibicdo da microglia como dos astrécitos
diminuiu a alodinia mecénica na DN induzida por paclitaxel. Yan et al., (2018)
demonstraram por meio do monitoramento em tempo real da atividade de Ca?*, que
ambas células da glia sao ativadas durante a dor neuropatica (YAN et al., 2019). Estes
dados séo relevantes pois também verificamos a participacdo das células da glia na
nocicepc¢ao induzida por HMGB1, o que sugere que a relacdo da liberacdo do HMGBL1

durante a DN atuando em células da glia.

Sabe-se que diversos receptores tém expressao supra regulada em resposta a
lesbes do SNP e SNC em condi¢cdes de dor cronica, como na dor neuropatica,
aumentando vias de sinalizacdo intracelulares e levando a liberacéo de citocinas pro-
inflamatdrias que contribuem para seu desenvolvimento e manutencédo. Os receptores
RAGE estao relacionados a estes processos e de acordo com estudos apontados na
literatura sua expresséo em astrocitos, microglia e neurénios tem papel na inflamacéao
e neurodegeneracdo (GONZALEZ-REYES;RUBIANO, 2018; SONG et al., 2014). A
interac&o destes receptores com seus ligantes em casos de lesédo do sistema nervoso
ativa a via das MAPK e leva a translocacdo do NFkB, o que resulta no aumento dos

niveis de citocinas e formacéo de ERO (Li et al., 2016; Song et al., 2014).

A participacdo de RAGE na neuropatia induzida por paclitaxel ja foi
demonstrada a nivel periférico, por meio da administracdo intraplantar de seu
antagonista, a qual diminuiu a nocicepcao (NISHIDA et al., 2016). Ja em nosso estudo,
observamos que o antagonista para RAGE diminuiu alodinia mecéanica e os niveis de
TNF-a e IL-1B de animais com neuropatia induzida por paclitaxel a nivel espinal,
sugerindo que sua participacdo ndo ocorre somente perifericamente, mas também a

nivel central. Esses dados corroboram com o estudo de Li et al.,, (2016), o qual
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demonstrou a participacdo desses receptores na dor neuropética em modelo de
ligadura do nervo espinal, a partir da injecdo de anticorpos neutralizantes por via
intratecal que diminuiram a nocicepcéo e a liberagédo das citocinas TNF-a e IL-1B (LI
et al., 2016). O estudo de Brederson et al.,(2015) também mostrou a participacdo de
RAGE a nivel espinal na dor neuropatica, porém no modelo de constricdo do nervo
ciatico mas ndo associado a presenca do receptor em células da glia, de modo que a
injecado intratecal de anticorpos monoclonais geraram antinocicep¢do (BREDERSON
et al., 2016).

Sabe-se que o0s receptores TLR4 sdo principalmente ativados pelo
lipopolissacarideo (LPS) da parede celular de bactérias, entretanto o paclitaxel
também é capaz de ativar a mesma sinalizacao induzida pelo LPS nesses receptores,
devido a liberacdo de DAMPS (BYRD-LEIFER et al., 2001). Deste modo, avaliamos
seu envolvimento no comportamento dos animais com dor neuropatica por meio da
injecdo intratecal de seu antagonista, ao qual diminuiu a alodinia mecéanica. Li et al.,
(2015) mostraram no ensaio de western blot que os niveis proteicos de TLR4 se
apresentaram aumentados na medula espinal de animais tratados com paclitaxel,
sustentando nossa hipotese de envolvimento espinal do TLR4 neste modelo de dor
(Li etal., 2015).

Ambos receptores RAGE e TLR4 compartilham a via a jusante NFkB que se
ativa em resposta ao DAMP e culminam na liberag&o de citocinas que contribuem para
o desenvolvimento da dor neuropatica (GONZALEZ-REYES;RUBIANO, 2018). Um
estudo feito por Meng et al., (2019) verificou a participacdo da MAPK p38 na
neuropatia induzida por paclitaxel (MENG et al., 2019). Nosso estudo sugere o
envolvimento da MAPK p38 a nivel espinal na dor neuropética induzida por paclitaxel,
uma vez que a administracdo intratecal de seu inibidor promoveu reversdo da
nocicepcado. Como foi observada a participagdo de células gliais e dos receptores
RAGE e TLR4 neste processo, este achado pode indicar a ativacdo da via MAPK p38

em microglia e astrocitos via ativacdo desses receptores (SONG et al., 2014).

De acordo com a literatura, sabe-se que dentre os diversos mediadores
liberados durante a dor neuropatica induzida por paclitaxel, o HMGB1 atua como
DAMP estimulando a inflamacé&o por meio da ativacéo dos receptores RAGE e TLR4,
porém os dados sugerem este papel perifericamente (NISHIDA et al., 2016;
SEKIGUCHI et al., 2018). Em nossa hipotese, durante a neuropatia induzida pelo
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paclitaxel ocorre a liberacdo de HMGB1, a qual pode ocorrer devido a degeneragéo
axonal causada pelo quimioterapico que se liga aos receptores RAGE e TLR4
modulando a dor a nivel espinhal (YANG et al., 2021).

Nossos dados biomoleculares mostraram o aumento dos niveis proteicos de
HMGB1 ap6s a primeira injecdo de paclitaxel e embora estes niveis né&o
permaneceram aumentados, a literatura mostra que o paclitaxel € capaz de gerar
danos axonais desde a primeira infusdo e outros mecanismos podem atuar na
manutencdo da DN (COLVIN, 2020). Este aumento dos niveis proteicos de HMGB1
logo apoés a primeira injecdo de paclitaxel sugere que estas moléculas séo liberadas
para o meio extracelular no inicio da degeneracao neuronal no processo inflamatério
induzido pelo quimioterapico, sensibilizando receptores que sdo mantidos ativos por

outros mediadores liberados durante este processo.

O fato de o HMGBL1 n&o se manter aumentado durante a fase mais tardia da
DN é suportado pelo estudo de Sekiguchi et al.,(2016) que também ndo encontrou
aumento da expressao de HMGB1 em tecido medular no 14° dia assim como em
nosso trabalho (NISHIDA et al., 2016), porém o aumento dos niveis de HMGB1 logo
no inicio do tratamento com paclitaxel traz um novo dado a literatura, pois indica sua
participacdo na génese desse tipo de dor neuropética. Yang et al.,(2021) mostraram
que em caso de lesdo de nervos como a dor neuropatica induzida por modelo de
constricdo do nervo (CCIl), o HMGB1 é liberado por nociceptores promovendo
hiperalgesia e aumento da liberacdo de citocinas proé-inflamatérias (YANG et al.,
2021). No modelo de lesdo da medula espinal , foi encontrado o aumento de mRNA
de HMGBL1 apds 3 dias da cirurgia, também na fase inicial porém em modelo de lesao
direta do nervo e o aumento dos niveis de marcadores de apoptose logo nos primeiros
dias de lesdo no corno dorsal da medula, sugerindo que a lesdo nervosa leva a
mecanismos de apoptose resultam na liberacdo de HMGB1 (FAN et al., 2020; LI,
MINGMING et al., 2021). Nossos dados corroboram e complementam as informacoes

ja disponiveis, trazendo a atencéo ao inicio do tratamento e sua resposta espinal.

Um trabalho de Wu et al.,2019 mostrou em um ensaio de imunofluorescéncia o
aumento da expressao de Ibal, um marcador de microglia, o que indica a ativacao
destas células em animais que receberam o paclitaxel (WU, Jiang et al., 2019). Nossa
analise feita no 21° dia ndo indicou aumento dos niveis de Ibal, porém o tratamento

com LPS-RS (antagonista de TLR4) foi capaz de diminuir a expressao de lbal,
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sugerindo a modulacéo da ativacdo microglial via TLR4 no periodo de manutencédo da
DN. Este dado vai de encontro ao aumento da expressdo de TLR4 em animais
submetidos ao tratamento com paclitaxel tanto no 14° como no 21° ao qual
encontramos. Como o0s niveis aumentados de HMGB1 foram encontrados na fase
inicial do tratamento com paclitaxel, é possivel que o aumento dos niveis de TLR4 na
fase de manutencdo esteja presente devido a outros mediadores. Em relacdo ao
receptor RAGE, ndo encontramos aumento significativo de seus niveis proteicos e 0
tratamento com seu antagonista ndo diminuiu de forma significativa a expresséo de
Ibal, o que também pode ser explicado por nao haver niveis aumentados de HMGB1
nesta fase avaliada, uma vez que o HMGB1 é o principal ligante de RAGE neste

processo

O aumento de RNAm de RAGE e TLR4 em cultura de microglia tratada com
HMGB1 concomitante ao aumento de citocinas proé-inflamatérias foi encontrado no
estudo de Fan et al., (2020), indicativo da presenca desses receptores nessas células.
Este mesmo estudo observou que o tratamento com FPS-ZM1 (antagonista de RAGE)
era capaz de diminuir tais niveis de citocinas. Em nosso estudo, encontramos a
participagéo dos receptores RAGE e TLR4, nos ensaios comportamentais, de modo
gue o antagonismodos receptores diminuiu significativamente a nocicepc¢ao induzida
pelo paclitaxel. Em relacdo aos astrocitos, embora encontrada sua participacdo nos
ensaios comportamentais, o resultado do Western Blot ndo apresentou alteracdes
significativas nos niveis de GFAP, o que pode ser justificado pelo fato de a micrdglia
ser ativada antes dos astrocitos, conforme demonstrado no estudo de Yan et al.,
(2019) (YAN et al., 2019).

Em ensaio de ELISA, ndo encontramos aumento de HMGB1 no 21° dia assim
como nao foi encontrado no ensaio de Western blot, porém verificamos que o aumento
dessa proteina ocorre logo nos primeiros dias, corroborando com o estudo de Fan et
al., (2020), ao qual encontraram aumento de HMGB1 pelo método de ELISA no 3° dia
apos cirurgia de lesdo da medula espinal. Mesmo que sejam modelos diferentes, a
participacdo do HMGBL1 foi indicada na génese da DN, ou seja, logo apos a leséo
nervosa. Encontramos também a participagdo de TLR4 na liberacdo de TNF-a, e de
RAGE na liberagcédo de IL-18 e TNF-a, sugerindo que estes receptores tem fungao

primordial na DN induzida por paclitaxel.
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De acordo com os dados encontrados em nosso trabalho e os disponiveis na
literatura, sugerimos que o HMGBL é liberado logo no inicio da leséo nervosa induzida
pelo tratamento com paclitaxel, ativando inicialmente receptores TLR4 presentes na
microglia e levando a fosforilacdo de p38 e translocacdo de NFKB que resulta na
liberag&o de citocinas, principalmente TNF-a e modulando a DN. N&o é descartada a
participagéo do receptor RAGE, uma vez que o HMGB1 se mostrou aumentado no
inicio dos tratamentos e a avaliacdo dos niveis de RAGE ocorreu no 21° dia, além
disso, o tratamento com seu antagonista (FPS-ZM1) foi capaz de diminuir IL-1 € TNF-
a neste modelo, sugerindo que mesmo nao se apresentando supra regulado, tem
relagdo a manutencéo da dor. Este estudo traz uma nova elucidagéo dos mecanismos
envolvidos na dor neuropatica induzida por quimioterapicos, a qual tem grande
impacto na vida dos pacientes e uma vez que seu processo de desenvolvimento seja

entendido, novas ferramentas farmacolédgicas podem ser desenvolvidas.
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7 CONCLUSAO

A partir dos dados encontrados em nosso trabalho sugerimos que o HMGB1 é
liberado na fase inicial da dor, causado pela degeneracdo axonal decorrente do
tratamento com paclitaxel. A partir de sua liberacdo, o HMGBL1 liga-se aos receptores
RAGE e TLR4 nas células microgliais, promovendo ativacdo da sinalizagdo da MAPK
p38 e translocacdo do NFKB que resulta na producéo de citocinas pré-inflmatorias que

contribuem para o estado de dor neuropatica.
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