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Resumo

Introdugdo: As doencas crbénicas nao transmissiveis (DCNT), de acordo com a
Organizacdo Mundial da Saude [OMS] entre 2000 e 2019 foram a causa de 74% das
mortes mundiais. Muitas vezes, as DCNT estao relacionadas a dor cronica, que
causa sofrimento, estresse fisico, emocional e perda de qualidade de vida a cerca
de 35,7% em adultos e 47,32% em idosos de brasileiros. A dor inflamatéria é
marcada pela sensibilizagdo dos nociceptores apods exposigdo prolongada aos
mediadores inflamatdrios. As prostaglandinas (PGE2), provocam a hiperalgesia
primaria no local da lesdo, o que gera um aumento da resposta a estimulos
infraliminares e reducéao do limiar de excitabilidade nociceptiva. O modelo animal de
dor crénica ou nociplastica, inicialmente descrito por Ferreira et al. (1990), induziu
um estado de hiperalgesia inflamatoria persistente pela injecdo subcuténea diaria de
PGE2 por 14 dias. A A-carragenina (CGN) € um polissacarideo extraido da parede
celular de algas marinhas utilizada para desencadear resposta inflamatéria aguda
local em condicbes experimentais. Objetivos: Desenvolver um modelo de
hipersensibilidade periférica persistente induzida por inflamacgéo da pata de ratos por
injecbes de CGN. Avaliar o efeito da manutengao da hiperalgesia inflamatéria por 7
ou 14 dias sobre a sensibilidade mecéanica e o edema na pata de ratos; e avaliar o
potencial de repouso e a ativacao de receptores TRPV1 em culturas de neurdnios
obtidos de animais controle e animais com hiperalgesia persistente. Metodologia:
Foram utilizados ratos da linhagem Wistar machos de 180 a 250g, distribuidos em
trés grupos experimentais contendo 6 animais por grupo: controle de 14 dias,
inflamacé&o por 7 dias e inflamacao por 14 dias. Todos 18 animais foram submetidos
a injecdes intraplantares de CGN ou solugao salina na pata direita traseira, de forma
a induzir ou ndo uma inflamagcao de baixa a moderada intensidade. O edema e a
sensibilidade mecanica foram avaliados por meio de pletismografia e Von Frey
eletrdnico, respectivamente, durante o tratamento e até 14 dias apos o término das
injecbes. Os animais foram eutanasiados e os géanglios da raiz dorsal da medula
foram colhidos para realizagcao de culturas primarias de neurdnios. As culturas foram
utilizadas para avaliar o potencial de repouso e a despolarizacdo induzida por
capsaicina ao TRPV1, por meio de microscopia confocal. Resultados: Os resultados
mostram que os animais tratados com CGN por 7 dias (30,81t 2,04) ou 14 dias
(25,87t 1,5) apresentaram uma reducgao percentual significativa do limiar nociceptivo
de retirada da pata (14,34%) e um aumento percentual do edema inflamatorio
(11,11%), em comparagdao com os animais controle (39,91%+ 0,87). A hiperalgesia
inflamatdéria do grupo CGN por 14 dias persistiu até 14 dias apdés o término das
injecoes, indicando a cronificagcdo da hiperalgesia dependente da duracdo do
tratamento. As culturas de neurbnios dos animais com hiperalgesia persistente por
14 dias apresentaram um potencial de repouso diminuido em comparagdo com as
culturas dos animais controle (16,69%), sugerindo uma maior excitabilidade e
sensibilizacdo dos nociceptores. Conclusao: Os resultados obtidos mostram que o
modelo de hipersensibilidade periférica persistente induzido por CGN na pata de
ratos € capaz de reproduzir aspectos clinicos e histolégicos da dor crénica ou
nociplastica. O trabalho também destaca a importancia de estudar os eventos e
alteragbes que causam a cronificagdo da dor, visando o desenvolvimento de
estratégias preventivas e de intervengdes em saude publica mais eficazes.

Palavras-chave: hipersensibilidade crbnica; carragenina; dor crbénica; dor
nociplastica; hiperalgesia; Inflamacgao.



ABSTRACT

Introduction: Non-communicable chronic diseases (NCDs), according to the World
Health Organization [WHO], between 2000 and 2019 were the cause of 74% of
global deaths. Often, NCDs are related to chronic pain, which causes suffering,
physical stress, emotional stress, and loss of quality of life for about 35.7% of adults
and 47.32% of elderly Brazilians. Inflammatory pain is marked by the sensitization of
nociceptors after prolonged exposure to inflammatory mediators. Prostaglandins
(PGEZ2) cause primary hyperalgesia at the injury site, which increases the response
to infraliminal stimuli and reduces the nociceptive excitability threshold. The animal
model of chronic or nociplastic pain, initially described by Ferreira et al. (1990),
induced a state of persistent inflammatory hyperalgesia by daily subcutaneous
injection of PGE2 for 14 days. A-carrageenan (CGN) is a polysaccharide extracted
from the cell wall of marine algae used to trigger local acute inflammatory response
under experimental conditions. Objectives: Develop a model of persistent peripheral
hypersensitivity induced by inflammation of the rat’s paw by CGN injections. Evaluate
the effect of maintaining inflammatory hyperalgesia for 7 or 14 days on mechanical
sensitivity and edema in the rat's paw and evaluate the resting potential and
activation of TRPV1 receptors in neuron cultures obtained from control animals and
animals with persistent hyperalgesia. Methodology: Male Wistar rats weighing 180
to 250g were used and distributed into three experimental groups: 14-day control, 7-
day inflammation, and 14-day inflammation. The animals were subjected to
intraplantar injections of CGN or saline solution in the right hind paw to induce or not
a low to moderate intensity inflammation. Edema and mechanical sensitivity were
evaluated by plethysmography and electronic Von Frey, respectively, during
treatment and up to 14 days after the end of the injections. The animals were
euthanized, and the dorsal root ganglia were harvested for primary neuron cultures.
The cultures were used to evaluate the resting potential and capsaicin-induced
depolarization to TRPV1 through confocal microscopy. Results: The results show
that the animals treated with CGN for 7 days (30,81 2,04) or 14 days (25,87+ 1,5)
had a significant reduction in the nociceptive withdrawal threshold of the paw
(14,34%), and an increase in inflammatory edema (11,11%), compared to the control
animals (39,91+ 0,87). The inflammatory hyperalgesia of the 14-day CGN group
persisted up to 14 days after the end of the injections, indicating the chronification of
hyperalgesia dependent on the duration of treatment. The neuron cultures of the
animals with persistent hyperalgesia for 14 days showed a decreased resting
potential compared to the cultures of the control animals (16,69%), suggesting
greater excitability and sensitization of the nociceptors. Conclusion: The results
show that the persistent peripheral hypersensitivity model induced by CGN in the
rat's paw can reproduce clinical and histological aspects of chronic or nociplastic
pain. The work also highlights the importance of studying the events and changes
that cause the chronification of pain, aiming at developing preventive strategies and
more effective public health interventions.

Keywords: chronic hypersensitivity; carrageenan; chronic pain; nociplastic pain;
hyperalgesia; Inflammation.



LISTA DE ILUSTRAGOES

Figura 1: Mediadores em tecidos orofaciais envolvidos na sensibilizagao periférica

apos a inflamacgao 17

Figura 2: Vias ascendentes e descendentes da dor em humanos. 19

Figura 3: Efeito hiperalgésico de inje¢des intraplantares diarias de prostaglandina E2
e DbcAMP 21

Figura 4: Efeito persistente da hiperalgesia induzida por carragenina 31

Figura 5: Medida de edema inflamatério por Pletismémetro (alteragdes no volume da
pata) 32

Figura 6 Efeito persistente da carragenina sobre o potencial de repouso de

neurdnios sensoriais primarios 33

Figura 7: Avaliacdo do potencial de repouso neuronal em culturas de ganglios da raiz

dorsal da medula de ratos induzidos a hiperalgesia inflamatdéria persistente 34



LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

IASP Associagao Internacional para o Estudo da Dor
AINES Anti-Inflamatdrios N&o Esteroidais

IL-1a Interleucina-1-alfa

IL-18 Interleucina-1-beta

TNF-a Fator de Necrose Tumoral Alfa

IL-6 Interleucina-6

IL-17 Interleucina-17

DAMPs Padrbes Moleculares Associados a Danos
PKA Proteina Quinase A

NGF Fator de Crescimento Nervoso

ASIC Canal lénico Sensivel ao Acido

CRH Hormonio Liberador de Corticotrofina
GIRK Canais de Potassio Retificadores Internos Acoplados a proteinas G
5-HT Serotonina

iGIuR Receptores I6nicos de Glutamato

LIF Fator Inibidor de Leucemia

M Receptor Opioide mu

M2 Receptor Muscarinico

mGIuR, Receptor Metabotropico de Glutamato
PAF Fator Ativador de Plaquetas

PKC Proteina Cinase C

SSTR2A Receptor 2A de Somatostatina

TrkA Receptor de Tirosina Quinase A
TRPV1 Receptor de Potencial Transitério vaniloide tipo 1
TTXr Canal de Sodio Resistente a Tetrodotoxina

PGE. Prostaglandinas



SNC
RVM
PAG
Enk

DA

NA
GPCRs
AMPc
Car
CFA
DbcAMP
PKCe
CGN
DCNT
DPOC
OMS
CEUA
UFU
REBIR
GRD
CO.
DiIBAC4
Fluo-3 AM
KCI
LNRP

COX

DEM

PROPP

Sistema Nervoso Central

Medula Ventral Rostral

Substancia Cinzenta Periaquedutal
Encefalina

Dopamina

Noradrenalina

Receptores acoplados a proteina G
Monofosfato Ciclico de Adenosina

Célcio

Adjuvante Completo de Freund
Dibutyryl-cAMP

Proteina Cinase C épsilon

Carragenina

Doencas crénicas nao transmissiveis
Doenca Pulmonar Obstrutiva Crbnica
Organizagao Mundial da Saude

Comissao de Etica na Utilizagdo de Animais
Universidade Federal de Uberlandia

Rede de biotérios de Roedores — UFU
Ganglios da Raiz Dorsal

Di6xido de Carbono

(3) Bis-(1,3-Dibutylbarbituric Acid) Trimethine Oxonol
Indicador de Ca* membrana permeavel nao fluorescente
Cloreto de Potassio

Limiar Nociceptivo de Retirada da Pata
Ciclooxigenases
Dose Eficaz Minima

Pré-Reitora de Pesquisa e Pos-graduagéao



RELAM Rede de Laboratérios Multiusuarios

SUMARIO

1. INTRODUGAO........coo ittt ae e enn, 15
1.1 Dor inflamatéria - sensibilizagao dos nociceptores ..........cccceveeeevieeeiiiiicienieeennn. 16
72 N ¢ [0 Yo [0 oY= Lo 1SRRI 18
1.3 Dor persistente ou NOCIPIASHICA. .......ccceeiiiiiiice e 20
2. JUSTIFICATIVA ettt ettt et e e e et e e e e ettt e e e e e ntae e e e e annneeeaeenn 23
O 1= | I LY 1 PSR 24
3.1 0Dbjetivo geral ... 24
4. METODOLOGIA . ...ttt et e e e e e e e e e et e e e e s nneeeeeeannreeeas 24
B N 0T o] (o LS =Y o o - RSP 24
L N 0110 =Y £ 24
4.3 EXPErIMENTOS [N VIO ...ttt e e e e 28
4.3.1 Coleta de ganglios da raiz dorsal damedula.................cooeviiiiiiiiieiennennnn, 28
4.3.2 Cultura celular Primaria.........cccooeiiiiiiiiiicie e e 28
4.3.3 Delineamento experimental ... 24
4.3.4 Microscopia ConfoCal...........ccooeeiiiiiiiiiiiie e 29

4.4 EXPEriMENtOS IN VIVO ...couuiiiieiiii et e et e e et e e e et e e e e eeaaneeaeees 25
4.4 .1 Teste de hiperalgesia inflamatoria.............ccccooois 25
4.4.2 Andlise da inducao de hiperalgesia persistente ............ccccevvviviiiiiiiieiieennn, 26
4.4.3 Andlise do edema inflamatdrio...............uuuuiiiiiiiiiiiii 26

4.5 ANAliSe €StatiStiCa .........uuuuiiiiiiiiiiiiiii e 29
5. RESULTADOS. ...ttt ettt e e ettt e e e e st e e e e et e e e s enneeeeeeanneeeaeeennes 30

5.1 EXPErimentOS iN VIVO .....uuuuiiii it e et e e e e e e e en s 30



5.1.1 Teste de hiperalgesia inflamatéria.................ccooooiiiiii 30

5.1.2 Andlise do edema inflamatorio............cccuviiiiiiiii i 31

5.2 EXPerimentos iN VItrO.......couuiiiii e 32
B. DISCUSSAOD ...ttt eene s 34
7. CONCLUSOES ...t 39

8. REFERENCIAS .......coouieeeeceeee ettt es e 40



1. INTRODUGAO

A dor crénica é um problema de saude publica mundial, sempre relacionada a
elevado estresse fisico e emocional. Além de extremamente onerosa, é a causa de
sofrimento e perda de qualidade de vida de 1 a cada 5 de pessoas no mundo e 1 a
cada 10 sdo diagnosticadas com dor crbnica a cada ano, aproximadamente 807
milhdes de pessoas, correspondendo a cerca de 10% da populagdo mundial. Os
estudos mais recentes estimaram que a prevaléncia nacional de dor crbnica foi de
(35,7%) em adultos e (47,32%) em idosos (SANTIAGO et al., 2023). Segundo a
definigdo atual da Associagao Internacional para o Estudo da Dor (IASP, 2020), a
dor é definida como "Uma experiéncia sensorial e emocional desagradavel
associada, ou semelhante a associada a danos teciduais reais ou potenciais"
(FIDLER, 2022). A dor aguda é um importante mecanismo bioldgico de preservagéo
da integridade do individuo frente alerta a ocorréncia de injurias ao organismo. Ao
contrario da dor crbnica, um disturbio complexo e angustiante, que por definicao é
aquela que persiste apos trés meses além do tempo habitual de cura de uma leséo,
ou que esta associada a processos patoldgicos cronicos, que causam dor continua
ou recorrente (SANTIAGO et al., 2023).

A dor persistente € um fendbmeno multidimensional frequente no ambiente
hospitalar e ambulatorial, que envolve aspectos fisicos, psicolégicos e impactos a
saude e bem-estar do individuo, servicos de saude e possui diversos empecilhos no
tratamento. Segundo o estudo observacional epidemiolégico mundial de mortalidade
e incapacitagdo publicado pela Global Burden of Disease que inspeciona 369
doencas em mais de 204 paises, a dor crénica € o desafio de maior prioridade a
saude publica e aos sistemas de saude devido manejo inadequado da dor (SOUSA,;
MENDES, 2019).

A automedicacdo com analgésicos é praticada por 78,4% dos pacientes com
dor crdnica, com preferéncia pelo uso de anti-inflamatdrios ndo esteroidais (AINES)
e (licocorticoides, porém, insatisfatéria no alivio da dor persistente. Outra
intervencdao medicamentosa disponivel, os opioides, ndo podem ser utilizados em

tratamentos crénicos devido ao risco de desenvolvimento de tolerdncia e



dependéncia. (PIOVEZAN et al., 2022). Dentre os principais fatores atrelado a estas

enfermidades, talvez o mais importante, é a inflamacéo.

1.1 Dor inflamatéria - sensibilizagao dos nociceptores

A inflamacao é uma sequéncia de eventos temporarios desencadeados pelo
sistema imune inato envolvendo diversos fatores como prostaglandinas (PGE2), as
citocinas IL-1a, IL-1B, TNF-q, IL-6, e IL-17, histaminas, espécies reativas de oxigénio
€ enzimas, em resposta a presenga de patdogenos, padroes moleculares associados
a danos (DAMPs) ou qualquer tipo de injuria externa ou simplesmente manutencgao
do equilibrio do organismo (ROCHA et al., 2007). O processo inflamatério €&
caracterizado pelos sinais cardinais da inflamacao, rubor, calor, edema, disturbios
funcionais e dor. Apesar do seu importante papel na manutencdo das fungdes
fisiolégicas € também a principal causa de desequilibrio a homeostase a nivel
sistémico e molecular (CAMPOS-SANCHEZ et al., 2021).

A cascata de eventos inflamatérios é seguida pelo aumento da
permeabilidade capilar e compressao das células endoteliais, permitindo o acesso
de muitas macromoléculas soluveis ao local da inflamagdo. O préximo e principal
evento da cascata € o recrutamento de leucécitos (granuldcitos, neutrofilos,
eosindfilos, basodfilos e mondcitos-macrofagos) dos capilares sanguineos para os
tecidos circundantes e posteriormente para o local da inflamagdo devido ao
agrupamento de quimiocinas e moléculas de adesao liberadas pelas células
endoteliais (VERGNE-SALLE; BERTIN, 2021). Os mediadores inflamatorios sao
produzidos por células residentes e células que migraram para o sitio inflamatério e
sdo essenciais para a sensibilizagdo inflamatéria, ou hiperalgesia, que ¢é a
diminui¢ao do limiar de ativagao dos nociceptores.

A reducao do limiar de excitabilidade dos neurdnios nociceptivos quando
sensibilizados parece ocorrer por modulagdbes em canais idbnicos na membrana
neuronal. Estudos sugerem que a fosforilagao pela proteina quinase dependente de
AMPc (PKA) dos canais de sodio e de potassio, modificam o limiar de ativagdo dos
potenciais de agao e o potencial de repouso neuronal, respectivamente (ARAUJO;
PAULA; FRACETO, 2008)

A sensibilizacdo dos nociceptores € mediada por substancias quimicas

liberadas no intersticio, como a acetilcolina, bradicinina, histamina, substancia P,



PGEs, interleucinas, 6xido nitrico e fator de crescimento neural (NGF). A liberagao
de citocinas pelos macrofagos e leucocitos contribuem para a migragcdo de mais
células ao local da lesdo. A substancia P e a bradicinina aumentam a

permeabilidade vascular e promovem vasodilatagdo que juntas contribuem para a
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Figura 1: Mediadores em tecidos orofaciais envolvidos na sensibilizagdo periférica apés a
inflamag¢do. A inflamagédo leva a liberagdo de numerosos produtos quimicos de macréfagos,
mastocitos, células imunes e células lesionadas que atuam em canais ibnicos ou receptores de
membrana nas terminagdes nervosas aferentes nociceptivas periféricas e, assim, podem alterar a
sensibilidade das terminacdes. Alguns desses mediadores podem aumentar a excitabilidade das
terminacdes aferentes nociceptivas (ou seja, sensibilizacdo periférica); outros podem exercer efeitos
inibitérios. Varios desses mediadores sdo mostrados. ASIC, canal idbnico sensivel ao acido; CRH,
horménio liberador de corticotrofina; GIRK, canal de potassio retificador interno acoplado a proteina
G; 5-HT, serotonina; iGluR, receptor inotrépico de glutamato; IL-1B, interleucina-1-beta; IL-6,
interleucina-6; LIF, fator inibidor de leucemia; u, receptor opioide mu; M2, receptor muscarinico;
mGIuR, receptor metabotrépico de glutamato; NGF, fator de crescimento nervoso; PAF, fator ativador
de plaquetas; PGE2, prostaglandina E2; PKA, proteina quinase A; PKC, proteina cinase C; SSTR2A,
receptor 2A de somatostatina; TNF-a, fator de necrose tumoral alfa; TrkA, receptor de tirosina quinase
A; TRPV1, potencial receptor transiente vaniloide 1; TTXr, canal de sodio resistente a tetrodotoxina.
Adaptado de HAND; FRANK, (2015).

A persisténcia da acdo desses mediadores inflamatérios, principalmente as

prostaglandinas (PGE2), que sao produtos do metabolismo do acido araquidénico,



causam modificagcbes fenotipicas e bioquimicas no sistema nervoso periférico, elas
desempenham um papel importante na inflamagao e na sensibilidade a dor, devido
sua acao direta dos nociceptores e sinergismo com os outros mediadores
supracitados. No entanto, apds a exposi¢cao prolongada as PGE2, os nociceptores
ficam sensibilizados, provocando a hiperalgesia primaria no local da lesédo, o que
gera um aumento da resposta a estimulos infraliminares e redugao do limiar de
excitabilidade nociceptiva (OLIVEIRA JUNIOR; PORTELLA JUNIOR; COHEN,
2016).

1.2. A nocicepgao

O fendbmeno da nocicepgao se inicia a partir da transformagao dos estimulos
nocivos de natureza térmica, quimica ou mecanica em potenciais de acao pelas
terminacdes nervosas das fibras Ad mielinizadas e as fibras C ndo mielinizadas, que
inervam a pele, musculos, articulagdes e érgéos viscerais. As fibras Ad, sdo de
grande e médio calibre, transmitem o pulso do estimulo doloroso de forma rapida
aos ganglios das raizes dorsais (GRD), até as laminas 1 e 2 do corno dorsal da
medula, enquanto as fibras C séo de fino calibre, ndo mielinizadas, e responsaveis
pela transmissédo lenta da dor até as laminas 1 e 5 do corno dorsal da medula. Os
nociceptores recebem esses impulsos e apds traduzi-los, os transmitem ao segundo
neurdnio sensorial localizado no corno posterior da medula espinal, conduzidos até
0s centros superiores do sistema nervoso central (SNC), integrados no cortex
somatossensorial e interpretados no coértex cerebral e areas subjacentes como dor
(ROCHA et al., 2007).
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Figura 2: Vias ascendentes e descendentes da dor em humanos. Proje¢ao de neurbnios
aferentes aos neurdnios secundarios no corno dorsal da medula espinal. Projegdo de neurdnios dos
axOnios de segunda ordem para o talamo, a medula ventral rostral (RVM) e a substancia cinzenta
periaquedutal (PAG) com seus corpos celulares no talamo, os neurdnios de terceira ordem projetam
para o cortex somatossensorial para codificar os aspectos sensoriais-discriminativos da dor. Eles
também projetam para outras areas, como o cértex cingulado anterior, que esta envolvida no aspecto
afetivo da dor. Essas areas oferecem entrada para a PAG, que se comunica com a RVM para enviar
projecdes modulatérias para a medula espinhal. Tais neurdnios influenciam interneurénios de
encefalina (Enk) que podem inibir a transmissdo de nocicepcao através de neurOnios aferentes
primarios. As vias monoaminérgicas, incluindo serotonina (5-HT), dopamina (DA) e noradrenalina
(NA), também tém efeitos modulatdrios facilitadores e/ou inibitérios. Adaptado de GIBBONS;
SARLAK; CHITTKA (2022).

Os neurdnios sensoriais primarios nos ganglios da raiz dorsal e trigeminal sdo
responsaveis pelo sensoriamento mecanico e térmico, bem como a detecgdo de
dano tecidual. Esses neurbnios expressam uma quantidade significativa de
proteinas G acopladas (GPCRs), as principais moléculas transdutoras da sinalizagao
extracelular. A classe das proteinas-G heterotrimérica € definida pela sua
subunidade alfa, Gs, Gi ou Gq. A sinalizagao da classe excitatéria Gs, promove um
aumento dos niveis intracelulares de AMPc e Ca* intracelular, que contribuem para a
sensibilizagao inflamatéria e nociceptiva (YUDIN; ROHACS, 2018).

Além destes canais, evidéncias indicam a participagcdo do canal TRPV1
(Transient receptor potential vanilloid type 1) na sensibilizagdo dos nociceptores. O

TRPV1 €& um canal catibnico, ndo seletivo, homo-tetramérico que participa da



transducado de sinais térmicos e mecanicos em potenciais de agdo no sistema
nervoso central e periférico. Esse canal € abundantemente expresso em neurénios
sensoriais envolvidos na percepg¢ao somatossensorial € monitoramento do corpo no
tempo e espaco; onde sao ativados por temperaturas entre 40°C e 45°C, causando a
sensagao de dor e queimacgao. Além do calor nocivo, os canais TRPV1 podem ser
ativados por acidos, capsaicina (composto que da ardéncia das pimentas vermelhas)
e outros agentes inflamatérios, por isso, desempenham um papel crucial na
hiperalgesia inflamatéria (HAGYMASI, 2022). O TRPV1 é considerado um integrador
molecular de estimulos nocivos e um potencial alvo para o desenvolvimento de
novos analgésicos, uma vez que, os ratos TRPV1-knockout apresentam menor
sensibilidade a dor inflamatéria.

Os canais TRPV1 estdo associados com o desenvolvimento da hiperalgesia
primaria e secundaria. Quanto ao seu potencial terapéutico, os antagonistas de
TRPV1 séo habeis em reduzir a hiperalgesia mecanica em aproximadamente 50%
durante a fase aguda (30 a 120 min), da dor persistente induzida por injegéo
intraplantar de Adjuvante Completo de Freund (CFA) (BTESH et al., 2013). Tendo
isso em vista, estudos clinicos tém demonstrado que o potente e seletivo
antagonista ABT-102, pode reduzir a dor pos-operatéria em pacientes de cancer
0sseo e osteoartrite causada por sensibilizagado central e sensibilizagao periférica
desses canais (OHASHI et al., 2023). No entanto, o bloqueio de TRPV1 pode causar
hipertermia transitoria (HONORE et al., 2009).

1.3 Dor persistente ou Nociplastica

A dor nociplastica € um conceito recente, proposto em 2017 pela IASP, para
descrever a dor que resulta de alteragbes adaptativas na nocicepgao que nao se
relacionam com dano tecidual real ou doenca ou leséo do sistema somatossensorial.
Essas alteragdes podem causar sinais clinicos de hipersensibilidade a dor em
pacientes que sofrem de dor crénica, como dores de cabecga, fibromialgia e dor
lombar. A dor nociplastica € um fendmeno de alta complexidade e ainda pouco
compreendido pela ciéncia. Had muitas controvérsias quanto a sua definigdo e os
seus mecanismos associados. Por isso, € necessario mais estudo para esclarecer
0s mecanismos que contribuem para o desenvolvimento da dor nociplastica

(BULDYS et al., 2023). Os modelos animais sdo de grande importancia para o



estudo de mecanismos celulares e moleculares envolvendo o desenvolvimento da
dor crénica ou nociplastica.

Um modelo de dor nociplastica, na época denominada de dor persistente, foi
descrito por Ferreira et al. (1990). Neste modelo, foi instaurado, in vivo, um modelo
de hiperalgesia cronica persistente induzida pela administragdo diaria de PGE2 ou
dopamina (DA) por via intraplantares na pata de ratos durante 7 e 14 dias. Nos
animais tratados durante 7 dias, o estado hiperalgésico perdurou por pouco mais de
3 dias apds aboligdo das inje¢cdes de PGEZ2, ja aqueles tratados durante 14 dias, seu
estado hiperalgésico se manteve por ao menos mais 30 dias apds a descontinuagao

das injegdes.
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Figura 3: Efeito hiperalgésico de injecoes intraplantares diarias de prostaglandina E2 e
DbcAMP. Fig.1. A, os efeitos de injecbes intraplantares diarias de PGE2 (100 ng). B, de doses
equipotentes de DbcAMP, um analogo sintético de AMPC (100 ug). C, mostra a evolugéo temporal do
estado hiperalgésico persistente apds interrupcdo do tratamento. Linhas pontilhas e circulo aberto
representam o grupo controle com solugdo salina(100puL). A Indometacina (2 mg/Kg) foi administrada
em todos os grupos. A barra D14 representa o grupo controle solu¢do salina sem indometacina.
Adaptado de FERREIRA, LORENZETTI e DE CAMPOS (1990).

Esses resultados apontam que o estado hiperalgésico esta relacionado ao
traco periférico de hiperalgesia decorrente de longos periodos de sensibilizagdo dos
receptores nociceptivos por processos inflamatérios prolongados. A duracdo do
estado de hiperalgesia persistente depende do tempo de manutencdo do processo
inflamatdrio. Estado esse, capaz de ser restaurado de forma direta ou indireta por
um unico estimulo hiperalgésico menor, mesmo apds aboli¢do de longa duragéo por
analgésicos de acgao periférica, como a dipirona e N-Metil morfina. Esse estudo
0S mecanismos

apresenta uma abordagem inovadora para compreender



subjacentes a transicdo da dor aguda para a crénica. No entanto, o método utilizado
apresenta algumas limitagbes que podem comprometer a sua aplicabilidade.
Embora enriquecedor, ainda carece de um modelo que reproduz os aspectos
clinicos e histolégicos dessa condigdo na realidade, seguindo do fluxo espontaneo
de ocorréncia dos fendmenos envolvidos na cronificacdo da dor inflamatodria
(FERREIRA, LORENZETTI e DE CAMPOS, 1990).

Apesar do modelo de dor persistente ser interessante, na clinica, as dores
persistentes ou nociplastica dificiimente vao ser causadas por efeito de um unico
mediador inflamatério, no caso, a PGE2. Os nociceptores possuem receptores para
diversos mediadores inflamatérios que parecem ser importantes para a
sensibilizacdo e cronificagdo da dor (TEIXEIRA, 2022). Estudos de outros autores
indicam que a administragdo de carragenina na pata de ratos causa um efeito a
longo prazo que facilita a sensibilizacdo de nociceptores. Este processo foi
denominado de ‘priming” e depende da liberacdo de TNF-alfa e da ativacao
persistente da Proteina Cinase C épsilon (PKCg) nos nociceptores (PARADA et al.,
2003).

A carragenina (CGN) é um polissacarideo extraido da parede celular de algas
marinhas da classe Rhodophyceae. A fim de adaptar suas propriedades fisico-
quimicas, sensoriais e estender a vida util dos bens de consumo nao duraveis, sao
amplamente utilizados na industria alimenticia como aditivo alimentar emulsificante,
estabilizador, agente gelificante e suspensor de proteinas. Tais aplicagdes
abrangem o processamento industrial de geleias, recheios de tortas, laticinios,
bebidas, carnes e peixes, incluindo até produtos de cuidados pessoais e comidas
para animais domésticos. Sua aplicabilidade mais recente abrange excipientes de
pilulas e revestimento de encapsulados, entre outras coisas mais (WEINER, 2014).

A carragenina € uma molécula grande e pesada, sua estrutura é construida
por D-galactose e subunidades alternadas de 3,6-anidrogalactose ligadas por
ligacdes glicosidicas por a-(1,3) e B-(1,4). O processo de extragcdo da CGN produz 6
formas distintas de CGN: teta (8)-CGN, nu(v), mu(u), lambda(A), kappa(k) e iotta (1),
sendo os trés ultimos de maior relevancia comercial, sao classificadas quanto a sua
massa molecular e distribuicdo dos grupos fosfato conforme sua empregabilidade
tecno funcional. Sendo a, A-carragenina a principal e mais utilizada isoforma para
desencadear resposta inflamatéria aguda local em roedores (CAMPOS-SANCHEZ et
al., 2022).



Este mucopolissacarideo, em destaque a isoforma A-carragenina, possui alto
peso molecular e porgdes sulfatadas que podem ser reconhecidas pelas células do
sistema imunologico como um agente estranho e desencadeia localmente uma série
de reagdes em cascata (inflamag&o aguda) no prazo de minutos ou horas, com o
objetivo de cessar os danos e restaurar o equilibrio do organismo. Em certas
condigbes, a inflamagado em humanos pode persistir por longos periodos (inflamagao
cronica), possibilitando o desenvolvimento de graves patologias como as doengas
cronicas nao transmissiveis (CAMPOS-SANCHEZ et al.,2022).

As doencas crbnicas nao transmissiveis (DCNT), classificadas em cancer,
doencas cardiovasculares, diabetes, doenga pulmonar obstrutiva crénica (DPOC) e
doenca cerebrovascular, e de acordo com a Organizagdo Mundial da Saude [OMS],
7 das 10 principais causas de mortes entre 2000 e 2019 foram gragas as doencgas
crbnicas nao transmissiveis, totalizando 74% das mortes em todo o mundo.
Certamente, sua prevaléncia é exorbitantemente elevada, e reflete profundo impacto
na funcionalidade e qualidade de vida das pessoas afetadas (OMS, 2020). Para
acompanhar a evolugao dos pacientes e fazer os ajustes necessarios no tratamento,
€ fundamental avaliar a dor e registrar sua intensidade de forma sistematica e
periddica.

Assim, nosso estudo provou ser relevante para fornecer o conhecimento dos
possiveis mecanismos de acgado responsaveis por frustrar o manejo medicinal e
discutir a real patofisiologia da dor persistente de forma fidedigna ao que de fato
ocorre nos organismos vivos. Foi necessario elaborar um modelo que sirva de
prognostico da atividade de drogas analgésicas, avaliar potenciais drogas eficazes e

para determinacao da dose eficaz minima (DEM) aos pacientes.

2. JUSTIFICATIVA

Diante disso, visando proporcionar um direcionamento para o emprego de
estratégias preventivas e de intervengbes em saude publica mais eficazes,
buscamos desenvolver um modelo que nos permita estudar os eventos e alteracdes
que causam a cronificagao da dor. O entendimento dos mecanismos de cronificagao
Sa0 essenciais para que possamos avancar na prevencao e tratamento de dores

cronicas.



3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Desenvolver um modelo de hipersensibilidade periférica persistente induzida

por carragenina em pata de ratos.

3.2 Objetivos especificos

- Avaliar o efeito da manutencdo de um processo inflamatério induzido por
carragenina durante 7 dias sobre a sensibilidade mecénica e o edema na pata de
ratos.

- Avaliar o efeito da manutencdo de um processo inflamatério induzido por
carragenina durante 14 dias sobre a sensibilidade mecéanica e o edema na pata de
ratos.

- Avaliar o potencial de repouso e a ativagao de receptores TRPV1 em culturas

de neurdnios obtidos de animais controle e animais com hiperalgesia persistente.

4. METODOLOGIA

4.1 Aspectos éticos

O protocolo 23/17-05496/2023-24 do estudo foi submetido e aprovado pela
Comissdo de Etica na Utilizacdo de Animais — (CEUA) da Universidade Federal de

Uberlandia (UFU), conforme adequacéao as premissas da lei.

4.2 Animais

Para os experimentos comportamentais de hiperalgesia inflamatéria foram
utilizados 18 ratos da linhagem Wistar machos de 180 a 250g. Os animais foram
mantidos no biotério central da Rede de Biotérios de Roedores — REBIR — da UFU,
climatizado em 25 °C (temperatura ambiente), receberam livre acesso a agua e
racao (ad libitum) e ciclo de luminosidade controlada em 12h claro e 12h escuro
(luzes acesas as 18:00 horas e apagada as 06:00). Os procedimentos de cuidado e
manuseio dos animais foram realizados de acordo com as diretrizes da International
Association for the Study of Pain (IASP) sobre o uso de animais na pesquisa da dor

e o Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA).

4.3 Delineamento experimental



Os animais foram distribuidos aleatoriamente em 3 grupos experimentais.

Grupo 1) Controle de 14 dias. Os animais foram tratados com injecdes de
solucao salina estéril na pata nos mesmos momentos das injecdes de carragenina
dos grupos 2 e 3. O edema e a sensibilidade mecénica foram avaliados durante o
tratamento até o 28° dia apds inicio do tratamento, os animais foram eutanasiados e

os ganglios da raiz dorsal colhidos para realizagao de culturas primarias.

Grupo 2) Inflamagéo por 7 dias - Os animais foram tratados com inje¢des de
carragenina na pata de forma a manter uma inflamagao por 7 dias. O edema e a
sensibilidade mecanica foram avaliados durante o tratamento até o 28° dia apds
inicio do tratamento, os animais foram eutanasiados e os ganglios da raiz dorsal

colhidos para realizagcéo de culturas primarias.

Grupo 3) Inflamagao por 14 dias - Os animais foram tratados com injegdes de
carragenina na pata de forma a manter uma inflamagao por 14 dias. O edema e a
sensibilidade mecanica foram avaliados durante o tratamento até o 28° dia apds
inicio do tratamento, os animais foram eutanasiados e os ganglios da raiz dorsal

colhidos para realizagcio de culturas primarias.

As culturas primarias de neurbnios obtidos de ganglios da raiz dorsal de
animais dos trés grupos experimentais foram utilizadas para avaliagdo do potencial
de repouso e da despolarizagao induzida por ativagcdo de receptores TRPV1 por

administragao de capsaicina.

4.4 Experimentos in vivo
4.4.1 Teste de hiperalgesia inflamatoéria

A sensibilidade mecéanica foi avaliada por meio de um Anestesiometro
eletronico (Von Frey eletrénico Insight), que consiste em um transdutor de pressao
conectado a um contador digital de forga expressa em gramas (g). O contato do
transdutor de pressdo a pata dos animais € realizado por meio de uma ponteira
Universal Tips10mL (T-300, Axygen) adaptada ao aparelho. Os animais foram
colocados em caixas de acrilico, cujo assoalho € uma rede de malha igual a 5 mm
constituida de arame nao maleavel de 1 mm de espessura. Espelhos sao

posicionados 25 cm abaixo das caixas de experimentagdo para facilitar a



visualizacdo das plantas das patas dos animais. Foi aplicada, por entre as malhas
da rede, uma pressao linearmente crescente no centro da planta da pata do rato até
que o animal produzisse uma resposta caracterizada como sacudida (flinches) da
pata estimulada. O reflexo de retirada da pata é considerado representativo do limiar
hipernociceptivo, ou seja, a forca necessaria aplicada a pata para que induza uma
resposta aversiva a um estimulo nocivo (Limiar Nociceptivo de Retirada da Pata -
LNRP). A intensidade de hipernocicepgédo é quantificada como a variagdo na
pressao obtida antes e apds o experimento, em gramas. O LNRP foi avaliado antes
e apos 2 horas da administragao intraplantar de carragenina (pata direita traseira
utilizando uma seringa BD Ultra-fine Il; 100 ug/ 50 uL). O LNRP da pata traseira
esquerda também foi avaliado em todos os animais como forma de controle e da
avaliacdo de uma possivel sensibilizacdo central. Para reducdo do stress, os ratos
serdao habituados ao equipamento 1 dia antes do inicio da execugdo dos

experimentos.

4.4.2 Anadlise da inducao de hiperalgesia persistente

A inducdo de hiperalgesia persistente foi realizada por meio de injec¢des
intraplantares subcutaneas de 200 ug de carragenina em 50 ul de solugéo salina. O
edema e a sensibilidade mecanica induzida pela carragenina foi avaliada apés 2
horas da injecdo e novamente apds 24 horas. A injegao de carragenina foi repetida
apods 24 horas apenas quando a sensibilidade mecanica na pata do animal tivesse
reduzido para menos de 50% da diferenga observada apds 2 horas da injecdo de
CGN. O objetivo € manter por 7 ou 14 dias uma inflamacao de intensidade baixa a
moderada na pata dos animais. O efeito das injegdes sobre a cronificacdo da
hiperalgesia foi testado avaliando-se o edema e a sensibilidade mecanica por 14
dias apdés o término das injegdes de carragenina. Os grupos tratados com
carragenina foram comparados com um grupo controle no qual foram realizadas

injecdes de salina nos mesmos momentos das inje¢des de carragenina.

4.4.3 Analise do edema inflamatorio

Para avaliar o edema, foi utilizado a pletismografia. Com a imerséo da pata do
animal no Pletismbémetro, ocorre 0 movimento da agua, assim, os milimetros de
agua deslocados sao quantificados e demonstram o volume referente ao edema nas

patas traseiras do animal. Todos os grupos de animais foram testados antes, 2 e



24h apos a injecao de carragenina. Os dados obtidos sdo expressos em mililitros

(mL) de agua e comparados com o grupo de controle de injecao de solugao salina.

4.4.4 Substancias

Foram utilizados 200 ug de A-carrageenan da marca Sigma-Aldrich® tipo IV,
CAS: 9064-57-7, EC:232-953-5, diluida em 50 pl de solugdo salina para cada
animal. A carragenina foi fornecida pelo laboratério de pesquisas em neurofisiologia
do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade Federal de Uberlandia
(ICIBIM).

4.4.5 Aparatos/Equipamentos

Figura 4: Anestesiometro eletronico (Von Frey eletronico). Imagens de autoria do autor.
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Figura 5: Pletismémetro. A compartimento tubular onde a pata do animal sera imergida. B
compartimento de igual volume de A contendo o transdutor de volume alterado em A. Imagens de
autoria do autor

4.5 Experimentos in vitro
4.5.1 Coleta de ganglios da raiz dorsal

Os ganglios da raiz dorsal (GRD) foram colhidos das regides lombares nos
niveis de L5 e L6 do lado direito (2 ganglios por animal). Esses ganglios foram
selecionados por possuirem os corpos celulares da maior parte dos neurdnios que
inervam a porcao plantar da pata direita dos animais, a qual foi tratada durante os
experimentos in vivo. Para isso, primeiramente os animais foram anestesiados em
ambiente fechado com o anestésico geral Isoflurano 5% por via inalatéria através do
sistema de anestesia inalatdria da Bonther, em seguida decapitados e colocados em
posicao vertical para a exsanguinacdo. Com a retirada da pele do dorso do animal,
exposicao da coluna vertebral e secgbes das vértebras, os ganglios foram coletados
e colocados em placas de cultura em solucao salina de Hank’s estéril com 10 mM de
tampéao HEPES.

4.5.2 Cultura celular primaria

As culturas de GRD seguiram o protocolo descrito por Linhart e colaboradores
(2003), entretanto com algumas alteracdes. As células foram dissociadas

enzimaticamente por incubagdo a 37°C durante 60 minutos em solugao



Hanks/Hepes contendo 0,28 U/ml de colagenase e depois por 20 minutos em
solugao contendo 0,25 mg/ml de tripsina. Os ganglios foram lavados em meio DMEM
suplementado com 10% de soro fetal bovino e 1 mL de penicilina/estreptomicina. As
células foram dissociadas mecanicamente utilizando uma pipeta Pasteur de vidro, e
entdo cultivadas em placas de cultura cobertas com Matrigel e mantidas em estufa

de cultura com atmosfera imida de 5% de COza 37°C por 12-24h.

4.5.3 Microscopia Confocal

Apos 12-24 horas, as culturas foram incubadas por 25 minutos com indicador
fluorescente para avaliagdo de potencial de membrana (DiBAC4(3), 10 uM. O
indicador DiBAC4(3) permaneceu na solucdo de trabalho durante todo o
experimento, pois o movimento da molécula através da membrana, devido ao seu
gradiente eletroquimico, indica as variagdes do potencial de membrana (YAMADA et
al., 2001). Posteriormente as culturas foram levadas para o microscopio confocal
(LSM 510 meta, Zeiss) situado na Rede de Laboratérios Multiusuarios (RELAM)
vinculada a Pro-Reitora de Pesquisa e Pdés-graduacao (PROPP) da UFU. Foram
avaliadas as fluorescéncias basais e a resposta a 100 nM de capsaicina. A
administragcado das drogas foi realizada através da adigdo de 10 yl de uma solugao
com 10X a concentragédo final desejada em um volume de 90 ul de solugdo na placa
de cultura. A fluorescéncia emitida pelas células foi avaliada através de séries
temporais de 3 minutos de duragao obtidas através da microscopia confocal. As
imagens foram registradas para serem analisadas utilizando o software de imagens

livre e gratuito ImagedJ (NIH).

4.6 Analise estatistica

Para os testes in vitro foram avaliadas as variagcbes maximas de fluorescéncia
em cada neurdnio. Para os testes in vivo os resultados foram comparados como
média e erro padrdo da média, resultantes da andlise da hiperalgesia mecanica e
edema. As curvas temporais obtidas pela avaliagdo da sensibilidade mecanica e do
edema de pata foram comparadas através do uso de ANOVA de duas vias, por
contarem com duas variaveis independentes categoricas e incorporarem mais

variancia no modelo, seguida de teste de Bonferroni. A comparagao entre as médias



de fluorescéncia nos testes in vitro foi realizada através do nivel de significancia.
Estabelecido em P < 0,05.

5. RESULTADOS

5.1 Experimentos in vivo
5.1.1 Teste de hiperalgesia inflamatéria

Foram realizados ensaios para avaliar o potencial da A-carragenina em
causar alteragdes persistentes no limiar nociceptivo produzido pelos animais. Anova
de duas vias seguida de teste de Bonferroni mostrou que houve uma diferenca
significativa (P<0,05%) no limiar de sensibilidade mecanica entre os grupos de
animais estudados (14,34%). A variagao total do limiar nociceptivo ao longo do
tempo e da experimentacgao foi de 31,63%. O grupo que recebeu carragenina por 7
dias (30,81 = 2,04) diferiu do grupo controle (39,91 = 0,87). O grupo que recebeu
carragenina por 14 dias (25,87 £ 1,5) também diferiu do grupo controle (39,91 +
0,87). A inducao e manutengao do processo inflamatério por um periodo de 14 dias
na pata de ratos instaurou um estado de hiperalgesia que persistiu por longa data
ap6s a descontinuagdo das injegdes. Enquanto o grupo controle ndo mostrou
alteracbes na sensibilidade nociceptiva. A duragdo do estado de hiperalgesia
persistente foi diretamente dependente da duragdo do tratamento hiperalgésico. O
estado de hiperalgesia inflamatéria mantido por 7 dias causou um estado
hiperalgésico de curta duragdo (1 - 4 dias), ja quando o estado hiperalgésico é
mantido por 14 dias, ele se manteve por até o 30° dia de experimentacao. Figura 1,
a manutencdo de um estado inflamatdrio induzido pela carragenina instaura um

estado de hiperalgesia mecanica periférica persistente na pata de ratos.
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Figura 6: Efeito persistente da hiperalgesia induzida por carragenina. O limiar de retirada da
pata, ou A limiar nociceptivo mecénico, foi avaliado em dois momentos: Basal e 2 horas apos a
administragao intraplantar de carragenina (200 ug em 50 pl). Durante 21 dias consecutivos seguidos
de uma medida isolada no 28° dia. A administragdo de salina (50 pl) no grupo controle (n=6)
representado em preto, ndo gerou diferenga significativa no limiar de retirada da pata. Grupo CGN por
7 dias (n=6) representado em azul. Grupo CGN por 14 dias (n=6) representado em vermelho. Esta
sendo mostrada a média e EPM. ANOVA de duas vias seguida de teste de Bonferroni. *
Significativamente diferente do grupo controle no mesmo dia. (* p<0,001).

5.1.2 Analise do edema inflamatorio

Os animais induzidos e mantidos em estado hiperalgésico inflamatoério por 7 e
por 14 dias, exibiram diferenga significativa (P<0,05%) de 11,11% no percentual total
de variancia do volume da pata 2 horas apds a administragcdo da carragenina em
contraste com os animais do grupo controle, que receberam injecbes de solugao
salina. animais que receberam inje¢cdes de carragenina por 7 dias tiveram variagdes
significativas no volume da pata (1,8 £ 0,03) em relagdo ao grupo controle (1,53 +
0,02). O grupo que recebeu carragenina por 14 dias (1,93 + 0,04) também diferiu do
grupo controle (1,53 % 0,02). A variagdo total ao longo do tempo e da

experimentagao de 19,89%, permanentes mesmo apds interrupgdes das injecoes.
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Figura 7: Medida de edema inflamatoério por Pletismometro (alteragées no volume da pata). O
edema inflamatodrio foi avaliado em dois momentos: Basal e 2 horas apds a administragao intraplantar
de carragenina (200 ug em 50 pl) ou salina. Durante 21 dias consecutivos seguidos de uma medida
isolada no 28° dia. A administragédo de salina (50 pl) no grupo controle (n=6), representado em preto,
nao gerou diferenca significativa no volume da pata (mL). Grupo CGN) por 7 dias (n=6) representado
em azul. Grupo CGN por 14 dias (n=6) representado em vermelho. Estd sendo mostrada a média e
EPM. ANOVA de duas vias seguida de teste de Bonferroni. * Significativamente diferente do grupo

controle no mesmo dia. (* p<0,001).

5.2 Experimentos in vitro

A cultura primaria dos GRD retirados do lado direito dos niveis L5 e L6 de dois
animais de cada grupo experimental no momento da microscopia confocal. Nossa
analise revelou que o potencial de repouso dos neurbnios nociceptivos
apresentaram variagdes significativas do potencial de membrana dos neurénios
nociceptivos primarios. Deste modo, o potencial de repouso € marcado pela
intensidade da fluorescéncia conforme a entrada do indicador DiBAC4(3), que por
ser carregado negativamente, adentra a célula a medida que sua membrana é

despolarizada durante o intervalo de captura da microscopia confocal (Figura 8).



Efeito persistente da Carragenina sobre o potencial de repouso de neurdnios
nociceptivos primarios
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Figura 8: Efeito da hiperalgesia inflamatéria persistente sobre o potencial de repouso de
neurdnios sensoriais primarios. O potencial de repouso neuronal foi avaliado através de mudangas
na fluorescéncia emitida pelo indicador DIBAC4(3). O grupo controle (n=4) que recebeu administragéao
de solugéo salina representado em branco. O grupo CGN por 7 dias (n=4) representado em cinza. O
grupo CGN por 14 dias (n=3) representado em preto. A populagdo amostral (n) esta representada
pelo numero de neurbnios. Dados mostrados como média + EPM seguida por teste de Dunnett's.*
Significativamente diferente do grupo controle (* p<0,001).

Os testes de multipla comparacao de Dunnett's mostraram que houve uma
diminuicdo significativa do potencial de repouso neuronal (16,69%), ou seja, uma
despolarizacao, indicado pela alteragao de fluorescéncia do grupo tratado com CGN
por 14 dias, em relagcao ao grupo controle (Fig.9). O grupo tratado com CGN por 7
dias ndo apresentou diferenca significativa em relagdo ao grupo controle. Importante
ressaltar que a cultura primaria foi realizada apds 28 dias do inicio do experimento,

14 dias apo6s o término do tratamento para induzir inflamagéao na pata.
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Figura 9: Avaliagao do potencial de repouso neuronal em culturas de ganglios da raiz dorsal de
ratos induzidos a hiperalgesia inflamatoéria persistente. Foram realizadas culturas dos ganglios
retirados do lado direito dos niveis L5 e L6 de dois animais de cada grupo experimental, grupo
controle, grupo inflamagao na pata por 7 dias e grupo inflamagéo na pata por 14 dias. O potencial de
repouso foi avaliado utilizando o indicador fluorescentes DIBAC(4)3 e as imagens obtidas através de
microscopia confocal. Dados mostrados como média £+ EPM. * p<0,001 comparado ao grupo veiculo,
ANOVA seguida por teste de Dunnett's.

6. DISCUSSAO

O presente estudo mostrou o desenvolvimento de um modelo de hiperalgesia
inflamatadria periférica persistente induzida por carragenina em pata de roedores por
7 e 14 dias. A hiperalgesia persistente foi avaliada através de testes
comportamentais para determinagdo da sensibilidade mecanica da pata de ratos e
em culturas celulares para avaliar o potencial de repouso neuronal. Com o intuito de

estudar os eventos fisioldgicos, aspectos clinicos, celulares e alteragdes persistentes



envolvidas na cronificagdo da dor. A carragenina € uma droga originalmente descrita
por WINTER; RISLEY; NUSS (1962), na area da medicina experimental para induzir
uma resposta inflamatdria hiperalgésica aguda, ndo imunogénica e altamente
reprodutivel (MORRIS, 2003). Era esperado notar diferenga de forma aguda na
sensibilidade nociceptiva, pois ha dados na literatura demonstrando que a
inflamacéao induzida por carragenina reduz o limiar nociceptivo nos animais tratados
com essa substéncia.

E diante do achado que a sensibilizacdo inflamatéria causa uma alteragao
tecidual localizada, diminuindo o limiar de ativacdo dos nociceptores, foi confirmada
a hipotese (Fig. 6) de que a existéncia de um trago de dor inflamatdria periférica é
mantida por 7 ou 14 dias e edema na pata dos animais (Fig.7) , sendo capaz de
instaurar um estado de hiperalgesia persistente. Em comparagdo a estudos
anteriores a carragenina induz uma resposta inflamatéria aguda mais intensa que a
administracdo de PGE2, embora nao tenha sido avaliado no modelo de PGE2 para
comparagao, certamente, o edema leve a moderado causado pela CGN é ideal para
simular experimentalmente condicbes de dor crbnica persistente induzido por
inflamacado. Era esperado também que a duragcdo do estado de hiperalgesia
persistente fosse dependente da duragao do tratamento hiperalgésico, e com base
na nossa analise experimental aqueles animais tratados durante 7 dias, o estado
hiperalgésico perdurou por pouco mais de 3 dias apds abolicdo das inje¢cdes de
CGN, tal como ocorreu no modelo (FERREIRA, LORENZETTI e DE CAMPOS,
1990) com a administracdo de PGE2. Os animais tratados com carragenina por 14
dias desenvolveram e mantiveram um estado de hiperalgesia persistente por pelo
menos 21 dias.

O teste apropriado para mensurar a nocicepgao em roedores € o teste de Von
Frey eletrénico, que possui alta aplicabilidade, é reprodutivel e confiavel para simular
condigbes clinicas com sensibilidade cutanea aumentada. Em nosso modelo, o teste
de Von Frey indicou uma diminui¢éo do limiar da resposta nociceptiva em todos os
grupos tratados com carragenina, quando comparado com o grupo de controle. O
modelo animal de animais intactos nos permite estudar a natureza fisiopatologica
multidimensional da dor. Por isso, todos os testes comportamentais foram realizados
entre 16h00 e 20h00, a linhagem de ratos Wistar (Rattus norvegicus), foi escolhida
por possuir mais de 80% de similaridade genética como DNA humano, e ratos ao

invés de camundongo é apropriada para ensaios experimentais comportamentais e



teste de drogas, sdo calmos e ddéceis, e também possuem o tamanho adequado as
analises realizadas (MATTARAIA; MOURA, 2012).

Embasado na literatura cientifica, o uso da carragenina como modelo provou
ser util na compreensdao da dor inflamatéria aguda e que provavelmente imita
condi¢des associadas a lesdes teciduais, como entorses, distensdes e miosite, e o
modelo de hiperalgesia inflamatdria persistente induzida por 14 dias na pata de ratos
se provou util em reproduzir condigdes fisiopatolégicas semelhantes as vistas em
doengas cronicas. NOs sugerimos que a dor, por ser uma experiéncia
multidimensional, multiplos resultados comportamentais devem ser usados para
obter melhor entendimento do potencial de utilidade do tratamento.

Estudo anterior afirma que o edema apds a injecdo de carragenina é
resultado da acdo de varios mediadores inflamatérios que agem sequencialmente
para produzir a resposta inflamatéria. Na fase inicial da inflamagao gerada pela
carragenina, observa-se o0 aparecimento do edema pela agdo da histamina,
serotonina (5 HT) e da bradicinina, enquanto as prostaglandinas, especialmente do
tipo E, estdo presentes na fase tardia da inflamacéo (SOUZA; CASAIS-E-SILVA;
AGUIAR, 2020). Isso corrobora com a ideia de uma amplificagdo da sensibilizagcédo
inflamatadria induzida por mediadores.

Estudos recentes mostraram que os niveis de expressdo do mRNA da
quimiocina CXCL1, foram significativamente aumentados(up-regulation) em células
gliais satélites depois de inje¢des seguidas de carragenina e PGE2. Que indica um
papel como contribuinte fundamental na transicdo da dor neuropatica inflamatéria
em ratos hiperalgésicos. Além disso, a CXCL1 esta envolvida no aumento da
producdo de Proteina Cinase C épsilon, importante mediador neuroinflamatério,
enfatizando seu papel no desenvolvimento do modelo de hiperalgesia persistente
(DU et al., 2023). A compreensao das alteragcdes celulares e moleculares que
participam do desenvolvimento da dor persistente, pode levar ao desenvolvimento
de melhores tratamentos e de prevencao da cronificagao da dor. Estudos anteriores
do nosso grupo também sugerem um papel importante para as células gliais
satélites na dor aguda e inflamatéria (Ferrari et al., 2014, Lemes et al., 2018). O
desenvolvimento de um modelo de dor inflamatéria persistente ira possibilitar
estudos posteriores para avaliacdo do papel da comunicacdo entre neurbnios e

células gliais neste processo.



O estudo descrito por ARAUJO; PAULA; FRACETO (2008) corrobora com os
nossos resultados e sugerem que a fosforilagdo dos canais de sodio e de potassio,
pela PKA modifica o limiar de ativagcdo dos potenciais de acdo e o potencial de
repouso neuronal, respectivamente. Evidenciando que os principais mecanismos
subjacentes a transicdo da dor aguda para a crénica, sao aqueles que induzem
alteragdes bioquimicas e consequentemente transcricionais, com perfis
diversificados de sinalizadores celulares, principalmente, os que atuam em vias que
envolvam a ativagdo de moléculas intermediarias, chamadas de segundos
mensageiros. Pois assim, amplificam suas respostas celulares e alteram a
expressao de fatores de transcricdo. Como nosso trabalho demonstra, o intervalo
entre estimulos sucessivos e a duracao total dos estimulos, geram alteragdes
persistentes na sensibilizacdo por estimulos que normalmente ndo seriam dolorosos
(alodinia), ou respostas exageradas a um estimulo doloroso, sem causa ou indicio
de lesao aparente.

O Pletismébmetro mensura diretamente mudancas no volume da pata do
animal pelo deslocamento do volume de agua em dois tubos verticais de acrilico
interligados, um mensura a alteragdo de volume apds insercéo da pata, e o outro,
possui o transdutor de dados (MORRIS, 2003). Em condi¢des normais, é esperado
que o volume da pata do animal retorne ao seu estado fisiolégico apds a
descontinuagdo das injecbes sem alteracbes, ou resquicios causados pela
manutencgao da hiperalgesia (FLETCHER; KAYSER; GILBAUD, 1996).

Estudo desenvolvido por SOUZA; CASAIS-E-SILVA; AGUIAR (2020) mostrou
que o modelo de hiperalgesia persistente produzido pela administragao prolongada
de CGN no musculo masseter de ratos, produz danos teciduais associados, por
essa razao, é indicado apenas para estudos em animais. Nossos resultados
demonstram que ocorrem alteragdes significativas (Fig.7) na recuperagcao do edema
na pata dos animais apos 14 dias de inflamacgao induzida por CGN, possivelmente
por formagao de tecido fibroso no local da inflamagéao, diferente do grupo controle,
que permaneceu sem alteracdes. A formacdo de tecido fibroso no modelo
apresentado no presente estudo, devera ser investigado e provavelmente interferiu
na mensuragao da sensibilidade mecanica da pata de animais, visto que tal tecido
nao apresenta inervacao sensorial. No entanto, os resultados observados nos testes

de sensibilidade mecanica e nos testes em cultura indicam que ocorreu



sensibilizagao persistente nos neurdnios nociceptivos de forma que o modelo pode
ser util para estudos da neuroplasticidade envolvida na cronificacéo da dor.

No estudo de Ferreira et al, 1990 todos os animais receberam indometacina,
um inibidor ndo seletivo de ciclooxigenases (COX) e foram tratados com inje¢des de
apenas um mediador inflamatério, a PGE2. Apesar da PGE2 desempenhar um papel
importante na hiperalgesia persistente inflamatéria, no entanto, ela sensibiliza
diretamente os nociceptores sem induzir resposta inflamatoria associada. A
administracdo de PGE2 nado afeta os demais mediadores, canais proteicos como o
TRPV1, quimiocinas como a CXCL1, leucécitos mononucleares e
polimorfonucleares, citocinas como a TNF- a e outros fatores envolvidos na
inflamacdo. O desenvolvimento de um modelo de hiperalgesia persistente
inflamatdria ira permitir a influéncia de multiplos fatores, células, quimiocinas e
citocinas na cronificagcdo da dor, além de possibilitar um estudo das alteragdes
neuronais resultantes deste processo.

SARTORI et al. (2020) em outro estudo, avaliou o desenvolvimento da
hiperalgesia persistente utilizando o modelo desenvolvido por Ferreira et al. (1990)
com injecbes de PGE2 durante 14 dias consecutivos em camundongos. Neste
estudo, foi avaliado o efeito do livre acesso a roda de corrida por 28 dias. Seus
resultados demonstraram que a pratica voluntaria de exercicio fisico tem efeitos
terapéuticos e preventivos significativos, reduzindo a intensidade da hiperalgesia
persistente. Seus efeitos, sinergicamente, induzem adaptagdes a nivel sistémico em
diversos tecidos, principalmente nervoso e sistema imune. Tal tipo de abordagem é
interessante e deve ser reproduzida em outros modelos para que possa ser
seguramente indicado como intervencéo clinica ndo-farmacoldgica, para o alivio dos
sintomas e prevencgao da dor crbénica. Especialmente no caso em que o tratamento
farmacolégico € insuficiente, considerando a complexidade da dor crénica
patoldgica, além dos consideraveis efeitos colaterais, abuso do uso e dependéncia.

Em resumo, investigamos os efeitos da inflamagéo induzida por carragenina,
mantida por 7 ou 14 dias. Nossos resultados mostraram que a carragenina induz um
modelo de hiperalgesia inflamatdria persistente, caracterizado por um aumento
significativo do edema na pata, da hiperalgesia mecénica e da excitabilidade
neuronal, evidenciados por um aumento do potencial de repouso basal. Esses
achados sugerem que o modelo testado provoca alteragbes persistentes na fungéo

neuronal periférica, que podem contribuir para o desenvolvimento e a manutengao



da dor inflamatéria crénica/nociplastica. O avango da pesquisa € necessario para
entender melhor os mecanismos que contribuem para o desenvolvimento da
hiperalgesia nociplastica persistente, que pode ser usada para determinar padroes

de tratamento e melhorar a qualidade de vida em pacientes com dores crdnicas.

7. CONCLUSOES

¢ A manutencao de inflamacgao induzida por carragenina por 7 dias resulta em
alteragdes teciduais que provocaram uma alteragao persistente no volume da
pata, mas nao parece ser capaz de provocar uma sensibilizacdo persistente
nos neurdnios nociceptivos.

¢ A manutencgao de inflamagao induzida por carragenina por 14 dias resultou
em uma sensibilizagdo que durou por pelo menos 21 dias. A afericdo do
volume da pata mostrou que ocorreram também alteragcdes teciduais
persistentes com aumento do volume da pata por mais de 21 dias.

e A avaliagdo do potencial de repouso neuronal apdés 28 dias do inicio do
tratamento mostrou uma despolarizagdo do potencial de repouso dos
neurdnios sensoriais em cultura retirados de animais que tiveram a pata
inflamada por 14 dias comparando com neurdnios obtidos de animais do
grupo controle. Este resultado sugere um aumento de excitabilidade

persistente que pode indicar um processo de neuroplasticidade.

O modelo de hiperalgesia inflamatoria persistente desenvolvido neste estudo pode
ser util em estudos posteriores para avaliagdo dos mecanismos envolvidos no

desenvolvimento e manutencao da dor cronica.
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