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DESENVOLVIMENTO DE MODELO EXPERIMENTAL DE DOR CRONICA POS-
OPERATORIA

RESUMO

Introducdo: A dor crdnica pis-operatéria constitui um grave problema de saude.
Apesar de estudos e pesquisas terem sido desenvolvidos a respeito dos possiveis
mecanismos da evolucdo da dor aguda pos-operatdria para dor crénica, ainda nao
existem dados consistentes sobre sua prevencao e nem o completo entendimento dos
mecanismos envolvidos na persisténcia do quadro doloroso. Objetivos: Esse estudo
teve como objetivo desenvolver modelo de sensibilizacdo nociceptiva pés-incisional
persistente e iniciar a investigacdo do papel da via de sinalizacdo Keapl/Nrf2/ARE
neste processo. Metodologia: Foram utilizados ratos (Rattus novergicus) da linhagem
Wistar, machos, pesando entre 100-300 gramas. Esses foram tratados com agente
pré-inflamatério Carragenina previamente ao procedimento cirdrgico nas patas
traseiras. O limiar mecanico das patas traseiras dos animais foi avaliado utilizando-se
um Analgesimetro Digital (Insight — Brasil). Para o desenvolvimento da sensibilizacéo
nociceptiva pos-incisional persistente foi realizada uma adaptacdo do método descrito
por Brennan et al.,, (1996). Para estudo da via Keapl/Nrf2/ARE no processo de
desenvolvimento da sensibilizagcdo nociceptiva pds-incisional persistente foi utilizado
o ativador da via Apigenina, e o inibidor da via Brusatol. Resultados: A sensibilizac&o
nociceptiva pés-incisional persistente foi desenvolvida administrando-se Carragenina
100 pg/pata/100uL por seis dias consecutivos. No sétimo dia foi realizada a incisao
cirirgica. A intensidade de hipernocicepcdo permaneceu alterada por 30 dias,
demonstrando que o0s animais que receberam esse tratamento apresentaram
sensibilizacdo nociceptiva poés-incisional persistente. A Apigenina reduziu a
hipernocicepcdo aguda, porém nos protocolos de cronificagdo os dados sé&o
inconclusivos. Por outro lado, o Brusatol foi capaz de induzir a sensibilizacao
nociceptiva pés-incisional persistente. Conclusdes: Foi desenvolvido o modelo de dor
cronica pos-operatoria. A via Keap1/Nrf2/ARE se mostrou promissora para seguir 0s
estudos investigando os mecanismos envolvidos na inducéo e possivel prevencéo da

dor crénica pos-operatoria.
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Incisao.

DEVELOPMENT OF POSTOPERATIVE CHRONIC PAIN MODEL
ABSTRACT

Introduction: Chronic postoperative pain is a serious health problem. Although
studies and research have been developed regarding the possible mechanisms of the
evolution of acute postoperative pain for chronic pain, there are still no consistent data
on its prevention or complete understanding of the mechanisms involved in persistent
pain. Objectives: This study aimed to develop a model of postoperative chronic pain
in technical terms, persistent post-incisional nociceptive sensitization, and to initiate
the investigation of the Keapl / Nrf2 signalling pathway / antioxidant response
elements in this process. Method: Male Wistar rats (Rattus novergicus) weighing
between 100-300 grams were used. These were treated with pro-inflammatory agent
Carrageenan prior to the surgical procedure on the hind paws. The mechanical
threshold of the hind paws of the animals was evaluated using a Digital Analgesimeter
(Insight - Brazil). For the development of persistent post-incisional nociceptive
sensitization, an adaptation of the method described by Brennan et al. 1996. For the
study of the Keapl / Nrf2 pathway / antioxidant response elements in the process of
development of persistent postoperative mechanical sensitization, the activator of the
Apigenin pathway and the Brusatol pathway inhibitor were used. Results: Persistent
post-incisional nociceptive sensitization was developed by administering Carragenine
100 ug / paw / 100 pL for six consecutive days. On the seventh day, a surgical incision
was performed. The intensity of hyper nociception remained altered for 30 days,
demonstrating that the animals that received this treatment had persistent post-
incisional nociceptive sensitization. There was no persistent sensitization in the use of
Apigenin. In contrast, there was persistent post-incisional nociceptive sensitization in
the use of Brusatol. Conclusions: The postoperative chronic pain model was
developed. The pathway was promising for the prevention of chronic pain management
and further studies should be developed to investigate the mechanisms involved.

KEY WORDS: Nociceptive sensitization; Keapl; Nrf2; postoperative pain; Incision.
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INTRODUCAO

A dor é o sintoma fisico costumeiramente mais apresentando na area da
salude. Este fato pode ser justificado pelo direcionamento das patologias a esse
sintoma (1). A definicdo desse sintoma leva em consideragao outros fatores, e por
isso, segundo a International Association for Study of Pain (IASP, Associacao
Internacional Para Estudos da Dor, em tradugao literal) a dor é “uma experiéncia
sensorial e emocional desagradavel, associada a um dano real ou potencial dos
tecidos, descrita em termos de tais lesdes” (2). E uma experiéncia Unica e particular
gue envolve aspectos sensitivos e culturais, podendo ser alterada pelos cambiantes
socioculturais e psiquicos do individuo e do meio (3). Essa definicdo enfatiza que a

dor € uma experiéncia complexa que inclui multiplas dimensdes.

Ela j& foi definida por conta de seu tempo de duragdo, e segundo a
Sociedade Brasileira para o Estudo da Dor (SBED), a dor pode ser classificada em

trés tipos. Sao eles (4):

Dor aguda - Aquela que se manifesta transitoriamente
durante um periodo relativamente curto, de minutos a algumas
semanas, associada a les6es em tecidos ou 6rgdos, ocasionadas por
inflamacé&o, infec¢do, traumatismo ou outras causas. Normalmente
desaparece quando a causa € corretamente diagnosticada e quando o
tratamento recomendado pelo especialista é seguido corretamente
pelo paciente.

Dor crbénica - Tem duracdo prolongada, que pode se
estender de varios meses a varios anos e que esta quase sempre
associada a um processo de doenca crbnica. A dor crbnica pode
também ser consequéncia de uma lesdo ja previamente tratada.
Exemplos: Dor ocasionada pela artrite reumatoide (inflamacdo das
articulagbes), dor do paciente com cancer, dor relacionada a esfor¢os
repetitivos durante o trabalho, dor nas costas e outras.

Dor recorrente - Apresenta periodos de curta duragéo que,
no entanto, se repetem com frequéncia, podendo ocorrer durante toda
a vida do individuo, mesmo sem estar associada a um processo
especifico. Um exemplo classico deste tipo de dor € a enxaqueca.

Ressaltando o papel significativo da dor no estado fisiolégico de um
individuo, em 1996, a American Pain Society (APS) introduziu o conceito de dor como

0 quinto sinal vital (5).
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A inflamacao é uma resposta homeostatica de tecidos vascularizados para
remover agentes nocivos e restaurar suas fungcdes normais (6). Porém, em alguns
estados inflamatérios, a mediacdo desse processo pode ser alterada e assim,
provocar dor. Uma das caracteristicas dos estados inflamatorios é que os estimulos
normalmente inécuos produzem dor, mecanismo conhecido por alodinia.
Complementando esse conceito, o0 aumento da sensibilidade a dor causada por um

estimulo que normalmente provoca dor, € definido como hiperalgesia (7).

A dor associada a lesdes no tecido melhora quando a inflamacéo se resolve.
Uma resposta inflamatodria tipica consiste em quatro componentes: indutores
inflamatdrios, os “sensores” que os detectam, os mediadores inflamatérios induzidos
pelos sensores e os tecidos-alvo afetados pelos mediadores inflamatorios (8).
Fisiologicamente, a inflamacdo aguda é um importante processo de defesa do
organismo (9). Ha casos, no entanto, onde o estado inflamatério pode ser resolvido,
mas um componente da dor persiste (10,11). Ademais, a inflamacdo aguda com
resolucdo ineficaz também pode contribuir para a persisténcia do quadro doloroso
(10,11), e por isso, intervengdes realizadas antes/durante a inflamagao podem auxiliar

a prevencao e resolucdo dos quadros crénicos.

Um dos maiores desafios para a terapéutica analgésica é o controle eficaz
de dores cronicas (DC) (1,12). Muitos esforcos tém sido realizados para entender 0s
mecanismos envolvidos na sua manutencdo, e com isso, 0 desenvolvimento de
tratamentos mais eficazes, pois além da dor representar um carga consideravel para
0 paciente e para sociedade em geral, € 0 sintoma mais frequente e muitas vezes a
principal queixa relacionada a saude dos individuos (1,13). Logo, é inegavel a
importancia de estudos que focalizem na busca por maior eficacia no controle da dor
cronica, especialmente se considerarmos a estimativa de cerca de 37% da populacao

brasileira sofrer tal condicao (4).

As dores cronicas, durante sua fase de manutencdo, ndo necessariamente
sdo acompanhadas de causa aparente ou visivel. De qualquer modo, para entender
o desenvolvimento da maioria delas é preciso considerar que “toda dor crénica foi dor
aguda em algum estagio” (14). A dor crénica pés-operatoria (DCPO) exemplifica muito
bem essa situacdo. No momento que o procedimento cirdrgico é realizado, a dor se

apresenta como dor aguda. Apesar do procedimento ser bem controlado, ele causara
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uma lesado tecidual com consequente inflamacdo e dor. Portanto, por mais que a
evolucdo natural seja a remisséo, ha casos onde esse quadro persiste, modificando o

carater da dor, que pode vir a cronificar (15,16).

A cirurgia é reconhecida como uma das mais frequentes causas de dor
cronica, como demonstrado por Crombie et al., (1998) (17). Esses autores avaliaram
5.130 pacientes e mostraram que 22,5% deles (1154) desenvolveram dor crbnica
apoés procedimentos cirargicos. No Brasil, somente no periodo compreendido entre
novembro de 2017 até novembro de 2018, foram realizados 681.681 procedimentos
cirtrgicos financiados pelo Sistema Unico de Saude (SUS) (18). Esses inimeros
procedimentos cirlrgicos, a depender de variados fatores, podem estender o quadro
de dor aguda até a sua cronificacdo. Dentre os fatores de risco para cronificacdo da
dor poés-operatdria estdo incluidos, desde vulnerabilidade psicologica, até
predisposicao genética (19). No entanto, os mecanismos celulares e moleculares
envolvidos ndo estédo totalmente elucidados e ha fatores de risco que sao inevitaveis,

como a injaria tecidual.

Algumas moléculas tém se demonstrado com um importante papel no
processamento da dor cronica, inflamatéria e neuropéatica, a nivel central e periférico.
Dentre elas, estdo as espécies reativas de oxigénio (ERO), geradas em consequéncia

ao estresse oxidativo (EO) (20).

As ERO sdo produzidas no corpo em condi¢cdes basais a partir do
metabolismo interno e da exposicao externa. Os oxidantes formados em resposta aos
estimulos fisiol6gicos atuam como importantes moléculas sinalizadoras para regular
processos inflamatérios (21). A producao descontrolada deles resulta em estresse
oxidativo que prejudica as fungdes celulares e contribui para o desenvolvimento de

varias doencas (22).

Dentre os diversos mecanismos de resposta ao EO do organismo, destaca-
se a sinalizacdo Keapl/Nrf2/ARE (Kelch-like ECH-associated protein 1 (Keapl) -
nuclear fator erythroid 2-related factor 2 - Nrf2 - Antioxidant Response Element (ARE)
(23).

O fator nuclear (erythroid-derived2)-like 2 (Nrf2) € um fator de transcrigcdo

gue desempenha papel central na defesa celular contra insultos oxidativos e
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eletrofilicos. Em condi¢cdes normais, Nrf2 é reprimido pela proteina derivada de células
eritroides tipo Kelch, com proteina 1 associada a ECH 1 (Keapl) (24,25) que é uma

proteina adaptadora para a degradacao de Nrf2 (Fig. 1).

Durante o estresse oxidativo, incluindo a inflamacéo, o Nrf2 é ativado via
dissociacdo com Keapl, o que ativa a transcricdo de genes citoprotetores. O Nrf2
também é ativado pela fosforilagdo independente da via Keapl em alguns tumores
(26). Uma vez ativado, o Nrf2 é translocado para o nucleo e transativa seus genes-
alvo (27).

Foi demonstrado também que a via de sinalizacdo Nrf2/Keapl contrabalanca
0 estresse oxidativo hepatico induzido por Bisfenol A (BPA) em camundongos machos
(28), e também que possui efeitos hepatoprotetores (29). Em camundongos nocaute
de Nrf2, a susceptibilidade as patologias oxidativas € aumentada (22).

Condigoes Basais Ativagdo do Nrf2

- ‘ "@f ,*
P = @

/] '@ &
T J 2k

[ Defesa antioxidante ] [ Resposta inflamatéria ]

degradagao

A

Citoplasma

@m ' Transcrigdo ‘ Desintoxicaciao I [Metabollsmo qos lipidios]
»,/ ‘{//‘ / de genes alvo

[ Controle da glicemia ] [ Homeostase celular ]

Niicleo Citoprotegdo [ Sobrevivéncia celular ]

Figura 1 - Esquema da via de sinalizacdo Keap/Nrf2/ARE. A esquerda é representado o Nrf2
associado a duas moléculas de Keapl e seus possiveis caminhos apés sua dissociacdo em condi¢des
basais. A direita, sua dissociacéo frente a estressores, até o inicio do processo de transcricéo. Fonte:
Hahn; Oliveira; Bock (2017).
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A via também parece aumentar a sobrevida funcional de células-tronco
mesenquimais derivadas de tecido adiposo transplantadas em miocardio infartado
(30), inibir a fibrose pulmonar em ratos (31), prevenir a inflamagéo e o0 estresse
oxidativo (32), reduzir a hipertrofia cardiaca (33), além de ser um importante
mecanismo de defesa contra diabetes, doencas neuroinflamatorias, doencas
neurodegenerativas e cancer, neste Ultimo caso com ressalva, ja que a acumulacéao
de Nrf2 nas células cancerigenas estimula o seu crescimento e protege-as contra o

estresse oxidativo causando resisténcia a quimioterapicos (34).

Este sistema de sinalizacdo parece reduzir a intensidade da inflamacéo
aguda e tem potencial para impedir a transformacdo das condi¢cbes patologicas

agudas em doencas cronicas (35).

Dessarte, esta via pode ser um alvo atrativo para a prevencao e tratamento
de doencas e condi¢cfes relacionadas com o estresse oxidativo, incluindo o cancer,
doencas neurodegenerativas, doencas cardiovasculares, metabdlicas e doencas
inflamatorias (36). Esta via de resposta ainda é pouco explorada no estudo da dor, no
entanto, existem dados demonstrando que indutores da sinalizagdo podem apresentar
efeito analgésico em camundongos (37). Além disso, existe um amplo campo de
pesquisa ainda inexplorado que relacione o estudo de alteracdes que levam condicbes

inflamatorias e/ou dolorosas agudas a persisténcia ou cronicidade.

Dentre as substancias capazes de modular os niveis de Nrf2 esta o Brusatol,
um quassinoide de ocorréncia natural extraido das partes aéreas da planta Brucea
javanica, que demonstrou inibir o Nrf2 (38). Quassinoide é uma classe de substancias
encontradas quase que exclusivamente em plantas da familia Simaroubaceae e,
guimicamente sdo consideradas triterpenos biodegradados com alto padréo de
oxigenacdao, apresentando uma ampla faixa de atividade bioldgica (39).

O Brusatol induz a diminuicdo rapida e transitoria de Nrf2 através de um
mecanismo pos-transcricional que é independente de Keapl. A deplecdo de Nrf2 é
dependente de concentracdo, e seus niveis basais sdo restaurados dentro de 12
horas da exposicao inicial ao composto (38). Esse composto demonstra atividade
inibitéria sobre o aumento de espécies reativas de oxigénio (40). Ele é relatado como

inibidor da via Nrf2/Keap1l/ARE, pois reduz seletivamente o nivel de proteina de Nrf2
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através da ubiquitinacdo e degradacdo aumentada de Nrf2. Consequentemente, a
expressao de genes de Nrf2 é reduzida e a resposta protetora dependente de Nrf2 é
suprimida (41). O Brusatol também provoca o acumulo de ERO em células humanas
de cancer pancreético (42).

Além do Brusatol, outra substancia que demonstrou modular a via
Keapl/Nrf2/ARE € a Apigenina. A Apigenina (4',5,7-trihydroxyflavone, APG), € um
bioflavonoide natural amplamente presente em muitas frutas e vegetais. Tem multiplos
efeitos bioativos e neuroprotetores, e exibe atividade anti-inflamatoéria (43). A
Apigenina ativa a sinalizacdo de Nrf2, e como consequéncia, vias de resposta ao
estresse celular adaptativo, o que restaura a homeostase e inibe a citotoxicidade (44).
Esse mecanismo parece reduzir a intensidade da inflamacdo aguda e impede a
transformacao das condi¢Bes patolégicas agudas em doencas cronicas (45,46). Ela
apresenta atividade anti-inflamatoria potente no edema de pata de ratos induzido por
Carragenina (Cg) e hipersensibilidade de tipo retardada no camundongo (43). De
modo geral, os estudos mostram que a Apigenina inibe a ligacdo de Keapl e Nrf2, e
portanto, impede a degradacéo de Nrf2 (47-49).

Um estudo realizado em 2016 mostrou que Apigenina ativa
significativamente o sistema Phosphoinositide 3-kinases (PI3K) / Nrf2 / ARE, e essa
ativacdo pode ser responsavel por seus efeitos anti-inflamatérios. Além disso, esse
mesmo estudo demonstrou que mediadores inflamatdérios importantes como sintase
do oxido nitrico induzivel (Inducible nitric oxide synthase - Inos) e Fosfolipase A2
citosdlica (Cytosolic phospholipase A2 -cPLA2) foram suprimidos com utilizacdo de
Apigenina (50). Além disso, ela exerce propriedades antioxidantes potentes
dependentes da ativacdo da sinalizacdo de Nrf2 (51), e inibe o estresse oxidativo
atraves das vias de sinalizagdo Extracellular signal-regulated kinase 2 (ERK2) / Nrf2 /

ARE em hepatdcitos primarios de ratos (48).

Desse modo, dados da literatura apontam para as substancias Brusatol e
Apigenina como interessantes para estudar mecanismos da via Keap1l/Nrf2/ARE, e
sua influéncia no controle de dores cronicas. Por conseguinte, estudar o papel da via
Keapl/Nrf2/ARE no desenvolvimento da dor crénica pds-operatoria pode ser util para

0 esclarecimento de mecanismos envolvidos na dor e sua cronificacdo. Além de
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possibilitar estratégias para prevencao e tratamento, traz conhecimentos importantes

poucos explorados para a comunidade cientifica.

Os estudos sobre dor crénica, em sua maioria, focam o tratamento desse
sintoma. Poucos estudos, porém, abordam a prevencao dele. Por isso, estudos que

focalizem ferramentas e mecanismos anteriores a cronificacdo da dor sdo muito

importantes para a sociedade e para ciéncia.

Dada a importancia desse tema, a Associacao Internacional para o Estudo
da Dor (International Association for the Study of Pain-IASP) elegeu o ano de 2017

como o ano de luta contra a dor pds-operatéria (52).

A proposta deste trabalho foi desenvolver um modelo de persisténcia da dor
pés-incisional em patas de ratos, associado a inflamacé&o prévia com auxilio de uma
substancia pré-inflamatéria. Desse modo, serd possivel o estudo dos mecanismos
envolvidos no processo de cronificagcdo. Reforcando a proposta, varios trabalhos
demonstram o papel da inflamacdo no processo de persisténcia da dor, e portanto,

estudar esse mecanismo é plausivel (53-56).

Para atender as necessidades do estudo foi utilizada uma substancia
classicamente associada a inflamacéo, Carragenina, administrada em regime diario
anteriormente a incisao cirargica. Foram avaliados os limiares nociceptivos mecanicos
das patas dos animais para verificar a existéncia, intensidade e a duracdo da
sensibilizagdo dolorosa. A mensuracao dos limiares de retirada mecéanica tem sido
frequentemente utilizada. Com esse teste, podemos observar a intensidade de

hipernocicepcao.

Nossa hipétese é de que o estimulo inflamat6rio anterior a inciséo cirdrgica
facilita a persisténcia do quadro doloroso, além disso, a ativacdo da via
Keapl/Nrf2/ARE pode ter papel protetor nestes quadros.
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OBJETIVOS
Objetivo Geral

1. Desenvolver modelo experimental de sensibilizacdo nociceptiva pds-incisional
persistente em patas de ratos e investigar o papel da via de sinalizacao

Keapl/Nrf2/ARE no processo de desenvolvimento da sensibilizacdo mecanica.
Objetivos Especificos

1.1. Padronizar teste nociceptivo mecéanico e método de inducdo de
sensibilizacdo nociceptiva aguda pos-operatéria em patas de ratos;

1.2. Avaliar o efeito do agente pro-inflamatorio Carragenina sobre a resposta de
sensibilizacdo aguda, antes e apds a incisao;

1.3. Estabelecer a melhor resposta de persisténcia da sensibilizacéo nociceptiva
como protocolo para seguir o estudo;

1.4. Avaliar o efeito de um indutor e de um inibidor da via keap1l/Nrf2/ARE no

processo de desenvolvimento da sensibilizacdo pds-operatéria persistente.

METODOLOGIA

Este trabalho foi escrito seguindo as diretrizes Animal Research: Reporting of
In Vivo Experiments (ARRIVE) (57).

Todos os experimentos foram realizados a luz do principio 3R’s (Reduction,
Refinement e Replacement), utilizando um menor nimero de animais, no menor

tempo, e como consequéncia, com 0 menor custo possivel.

Aspectos Eticos e Animais

Foram utilizados ratos (Rattus novergicus) da linhagem Wistar, com idade a
partir de 3 meses e peso entre 100-300 gramas, obtidos no biotério do Instituto de
Educacdo Superior de Brasilia (IESB), e no biotério do Centro Universitario de
Anapolis - UniEvangélica. Os animais foram mantidos em sala com temperatura e

luminosidade controladas e acesso a agua e comida ad libitum, durante todo o periodo
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experimental, no biotério da Faculdade de medicina (FM) na Universidade de Brasilia
(UnB). Os experimentos foram realizados no periodo das 08h as 17h. Os protocolos
para uso de animais em experimentacao foram seguidos de acordo com as “Normas
Eticas para Investiga¢des Envolvendo Dor Experimental em Animais Acordados” (58),
com a “Diretriz Brasileira para o Cuidado e a Utilizacdo de Animais para Fins
Cientificos e Didaticos”(59) e com as “Diretrizes da Pratica de Eutanasia” do Conselho
Nacional de Controle de Experimentagéo Animal (60). A realizacio dos experimentos
aqui citados foi aprovada pela Comiss&o de Etica no Uso Animal (CEUA), do Instituto
de Ciéncias Bioldgicas da UnB (UnBDoc n° 10100/2014 e n°® 10100/2014).

A unidade experimental utilizada pelo grupo para definicdo dos grupos foi
‘pata” ao invés de “animal’, ja que, nos experimentos realizados utilizamos apenas
uma pata, e apds o periodo necesséario para repouso do animal, de geralmente 1
semana, utilizamos a pata contralateral sempre que necessario (por exemplo para
aumentar o numero amostral e melhorar a qualidade dos dados). Destarte, nos
animais utilizados no protocolo de sensibilizacdo nociceptiva persistente utilizou-se
somente uma pata, e ao final do experimento estes animais foram submetidos a

eutanasia.

Vias de administracao

Para a realizacdo deste estudo as drogas foram administradas por via local
intraplantar-subcutanea (ipl) ou intramuscular (im). Também, as drogas anestésicas

foram administradas por via inalatoria (vi), e intraperitoneal (ip) no primeiro momento.

Nos experimentos onde houve a administracdo da substancia inflamatoria, a
administracdo das diferentes doses ocorreu ho momento To e apés 3 horas da
administracdo foi realizado o teste mecanico e/ou térmico, que é o tempo onde a
inflamacéo atinge seu pico maximo na presenca da substancia inflamatoria utilizada
(61).

Do mesmo modo, nos experimentos onde houve a administracao do inibidor ou
ativador da via, estes foram administrados 1 hora antes da administracdo da

substancia inflamatéria.
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Tabela 1 - Farmacos e Tratamentos Farmacolégicos. Fonte: Elaborada pelo autor. Ano: 2019

Nome / Dose/ Via/ Diluentes Tempo Comentarios
Procedéncia Volume
Carragenina, Sigma, | 25, 50, 100, 200 ug NaCl 0,9% 3° hora Diluido
EUA / pata / 100pL ipl imediatamente
antes da
administracdo
Apigenina, Sigma, 1, 3,10, 30 e 100 Solucéo 1° hora Diluido
EUA Mg / pata/ 100uL / estoque imediatamente
ipl [Bmg/mL] em antes da
DMSO; administracdo
Diluicdo em
NaCl
0,9%, solucéo
final DMSO <
10%
Brusatol, Sigma, 30,100 pg / pata / Solugao 1° hora Diluido
EUA 100 yL /ipl estoque imediatamente
[Bmg/mL] em antes da
DMSO; administracdo
Diluicdo em
NaCl
0,9%, solucao
final DMSO <
10%
Dipirona, Sigma, 160 pg ipl 50 pL Diluicdo em 8 horas Diluido
EUA NaCl 0,9% imediatamente
antes da
administracéo
Isoflurano 3-4% inducéo Diluicdo em Recuper. Mantém as funcdes
(Isoforine®), Cristélia | 1-2% manutencao NaCl 0,9% Réapida ap6s | cardiovasc. Melhor
Prod. Quim. Farm. Via Inalatéria o término do | que outros agentes
Ltda. fornec. inalatérios (62).
Cetamina + 40 mg/ kg (C) + - 25 minutos de -
Xilazina+ 2,5mg/kg (X) + anestesia.
Acepromazina 0,75 mg / kg (A)
DMSO - - - Utilizado como
(dimetilsulféxido) diluente
Sigma, EUA
Terramicina / LA 0,2 ml/ kg - 12 horas -
Pfizer

Fonte consultada: Kohn DF. Anesthesia and analgesia in laboratory animals. Academic Press; 1997.

426 p.

Padronizacao do teste comportamental

Foi padronizado o teste comportamental para avaliacdo do limiar nociceptivo

mecanico dos animais. Nele, os animais foram acondicionados em caixas de acrilico,

e ndo foram manipulados até que o experimento finalizasse, com total liberdade de

movimento. O teste consistiu em expor as patas traseiras dos animais a fonte de
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forca, de intensidade conhecida, para avaliacdo do limiar nociceptivo mecanico. O
limiar mecanico foi analisado utilizando-se o Teste de Von Frey eletrdnico (Insigth
Brasil). Durante a realizacdo do teste mecanico, foi mensurada a forgca em gramas
(g) necessaria para que o animal retirasse a pata do estimulo provocado por um
aparato ndo pontiagudo (63). Em uma sala silenciosa, os ratos foram colocados em
gaiolas de acrilico (12x10%x17 cm) com piso de grade, por pelo menos 10 minutos
antes do inicio do teste. O teste consistiu em evocar um reflexo de flexdo da pata
traseira com um transdutor de forga manual adaptado com uma ponta de plastico. A
pressdo na pata era interrompida quando o animal exibisse um quadro caracteristico
interpretado como reacao de nocicepcéo (retirada da pata). Apés a retirada da pata,
a intensidade da presséao foi automaticamente registrada, e o valor final da resposta
foi obtido pela média de trés medidas. Neste teste, quanto menor a forca, menor é o

limiar doloroso.

Todas as medidas foram realizadas pelo mesmo experimentador, e sempre
que possivel, confirmadas por um segundo experimentador, ambos ignorando o

tratamento recebido pelo grupo de animais.

Sensibilizacdo inflamat6ria com Carragenina

A sensibilizacdo inflamatéria com Carragenina foi padronizada a partir das
doses de 25, 50, 100 e 200 pg/pata/100uL, selecionadas a partir da experiéncia prévia
do experimentador (61). A Carragenina foi solubilizada em solucdo salina 0,9%, e
administrada com o auxilio de uma seringa de 1ml com agulha (13 x 0,45 mm). Foram
utilizadas 25 patas distribuidas por aleatorizagdo entre os grupos. A administracao do
farmaco foi feita por via intraplantar e as medidas dos limiares nociceptivos mecanicos
foram realizadas 3 horas ap6s a administracdo, pois € o momento no qual a atividade
inflamatoéria da substancia € mais expressiva (pico da a¢do) (61). Os dados foram
representados pelo delta para que pudesse representar a diferenca entre duas
variaveis. No nosso caso, a diferenca entre o limiar nociceptivo apds o tratamento e o
limiar nociceptivo pré-tratamento. Sendo assim, no dia anterior ao experimento foi
necessario avaliar os limiares nociceptivos basais dos animais para que o delta fosse

calculado.
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Definicdo do protocolo de anestesia

O protocolo de anestesia foi padronizado testando-se dois procedimentos com
métodos de inducdo e manutencdo distintos. O primeiro, no qual a indugdo foi
realizada por via intraperitoneal (ip) com a utilizacado de Cetamina 40 mg/kg + Xilazina
2,5 mg/kg + Acepromazina 0,75 mg/kg (64) e a manutencdo com Isoflurano via
inalatoria oferecida em cone com um algod&o embebido na substancia, e um segundo,
no qual utilizamos uma méaquina de anestesia (Bonther) (65) que possibilita a inducéo
e manutencao da anestesia de forma inalatéria com maior controle das taxas, onde a
inducao é realizada com uma taxa de Isoflurano de 5% a 6% e a manutencdo com
uma taxa de 3% a depender do peso do animal. Nesse caso também foi utilizado o
Isoflurano por se tratar de anestésico amplamente utilizado na anestesia animal por

apresentar menos efeitos toxicos e melhor recuperacéo (66).

A técnica anestésica adequada para dar seguimento aos experimentos foi
definida com base naquela que apresentou menos eventos adversos (parada
cardiorrespiratéria nos animais), associado a inducao e recuperacao anestésicas mais

rapidas.

Sensibilizacédo Pés-incisional aguda

Este ensaio foi realizado de acordo com o descrito por Brennan et al., (1996)
(67). Para isso, os animais foram anestesiados com Isoflurano por via inalatéria e foi
administrada Terramicina/ LA por via intramuscular para evitar infec¢gdes bacterianas.
Os animais foram posicionados em decubito ventral e as patas traseiras foram
expostas e protegidas por um campo cirdrgico estéril. Foi realizada a degermacéao e
antissepsia da pele dos animais com solucao de Digliconato de Clorexidina 2% com
tensoativos e solucdo alcodlica de Digliconato de Clorexidina 0,5% (degermante e
alcoolica), respectivamente. Em seguida, foi realizada a incisdo da pele (1 cm
longitudinalmente), fascia e musculo plantar (sem afetar origem e inser¢do muscular);
seguida de hemostasia e sutura com fio nylon (5-0); a ferida operatoria foi higienizada
com soro fisiologico ndo sendo necessaria qualquer cobertura. Os animais se

recuperaram do procedimento em caixas de acrilico. As suturas foram removidas sob
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anestesia com Isoflurano e somente quando a cicatrizacdo foi evidenciada por

inspecao visual, que ocorreu normalmente 5-6 dias apds os procedimentos citados.

A cirurgia foi realizada pelo mesmo experimentador em todo o grupo

experimental.

O grupo Sham, em todos os experimentos, foi submetido as mesmas
condicBes dos outros grupos, as quais sejam, manipulacdo, anestesia e administracéo

de antibidticos. Porém, neste grupo, néo foi realizada a incisao cirurgica.

Sensibilizacédo Pés-incisional Persistente

Para estabelecer a sensibilizacao pés-incisional persistente foram realizados
dois protocolos. O primeiro, no qual foi administrada a substancia proé-inflamatoria
Carragenina 200 ug/pata/100uL em regime de 3 dias seguido pela incisdo das patas
dos animais conforme o modelo descrito por Brennan et al., (1996) (67). A cirurgia foi
realizada pelo mesmo experimentador em todo o grupo experimental. Para
acompanhar os limiares nociceptivos, que indicariam a persisténcia, no primeiro dia
foi medido o limiar nociceptivo trés horas apés a administracao de Carragenina, € no
segundo e terceiro dia de administracdo foram medidos os limiares nociceptivos
basais. Além disso, os limiares basais também foram acompanhados nos 15 dias que
sucederam a Ultima administracdo. Neste caso, foram realizadas medidas

consecutivas nos primeiros 11 dias, e medidas alternadas do 11° ao 15°.

Carragenina
200 Incisao cirargica Teste

Mg/pata/100uL no 4° dia nociceptivo
por 3 dias

Figura 2 - Etapas do processo do 1° protocolo de persisténcia da dor pds-incisional

No segundo protocolo foi administrada a substancia pro-inflamatéria Carragenina
100ug/pata/100uL em um regime de 6 dias. Apos a administracdo da substancia, foi

realizada a incisdo das patas dos animais conforme modelo descrito por Brennan et
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al., (1996) (67). A presenca, intensidade e duracao da sensibilizacdo mecéanica pos-
operatoria em patas de ratos foi avaliada diariamente. As medidas dos limiares
nociceptivos em todos os dias foram realizadas 24 horas ap6s a administracdo do
farmaco e foram continuadas por 30 dias ap0s a ultima intervencdo, inicialmente diaria
(0-8), intercalada (9-15) e, por fim, esporadica (15-30).

Carragenina

100 Incisao cirargica Teste

pg/pata/100uL no 7° dia
por 6 dias

nociceptivo

Figura 3 - Etapas do processo do 2°protocolo de persisténcia da dor pés-incisional

Curva dose-resposta da Apigenina sobre a sensibilizagdo inflamatéria induzida
por Carragenina e avaliacdo desenvolvimento da sensibilizacdo p6s-operatoria

persistente

Para avaliar a atividade aguda da Apigenina sobre a sensibilizagdo mecéanica
dos animais foi realizada uma curva dose-resposta na qual foi administrada a
Apigenina nas doses de 1, 3, 10, 30 e 100 ug/pata/100uL, selecionadas a partir da
experiéncia prévia do experimentador (68), diluida em Dimetilsulfoxido (DMSQO) por
via intraplantar em 35 patas, onde os animais foram distribuidos por aleatorizagéo,
seguida da administracéo de Carragenina 200 pg/pata/100uL por via intraplantar apés
uma hora da administracdo da Apigenina. Trés horas apdés a administracdo da

Carragenina foi realizada a medida do limiar mecéanico e térmico.

Para avaliar o efeito da Apigenina no desenvolvimento da sensibilizacdo pos-
operatoria persistente, a administracdo da substancia (juntamente com Carragenina)
prosseguiu-se por trés dias consecutivos. No quarto dia foi realizada a incisédo
cirirgica e os valores dos limiares mecanicos e térmicos foram acompanhados pelos

proximos 15 dias que sucederam a cirurgia.
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Curva dose-resposta do Brusatol sobre a sensibilizacdo inflamatéria induzida
por Carragenina e avaliacdo desenvolvimento da sensibilizacdo poés-operatoria

persistente

Para avaliar a atividade aguda do Brusatol foram realizados dois protocolos, ja
gue no primeiro, ndo foi obtida diferenca estatistica entre as doses. No primeiro foram

distribuidos por aleatorizacdo 30 patas de animais entre 0s grupos:
Diluente do Brusatol + Salina

Diluente do Brusatol +Cg 50 ug/pata/100uL

Diluente do Brusatol + Cg 100 pg/pata/100uL

Brusatol 7 pg/pata/100uL + Cg 100 ug/pata/100uL

20 ug/pata/100uL + Cg 100 ug/pata/100uL

60 ug/pata/100uL + Cg 100 ug/pata/100uL

O Brusatol foi diluido em DMSO, em solucdo final menor que 10%. Em
experimentos anteriores essa concentracdo ndo alterou o limiar nociceptivo dos
animais. Todos os farmacos foram administrados localmente por via intraplantar. No
momento Toforam administradas as diferentes doses do inibidor ou diluente e apés 1
hora a Carragenina. O teste nociceptivo mecéanico teve inicio apds transcorridas 3

horas da administracdo de Carragenina.

No segundo protocolo foram distribuidos por aleatorizacdo 35 patas entre os
grupos:

Diluente do Brusatol + Cg 25 ug/pata/100uL

Cg 100 ug/pata/100uL

Brusatol 30ng/pata/100uL + Cg 25 ug/pata/100uL
Brusatol 100 ng/pata/100uL + Cg 25 ug/pata/100uL

Brusatol 300 ng/pata/100uL + Cg 25 ug/pata/100uL
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Brusatol 1 pg/pata/100uL+ Cg 25 pg/pata/100uL
Brusatol 100 ng/pata/100uL + Salina

Para avaliar o efeito do Brusatol sobre o desenvolvimento da sensibilizacao
pés-operatoria persistente, as intervengdes farmacoldgicas foram realizadas por 6
dias consecutivos, no 7° dia foi realizada a intervencdao cirurgica, e o limiar nociceptivo

foi acompanhado nos préximos 30 dias que sucederam a intervencgao cirdrgica.

Analise Estatistica

A analise estatistica dos resultados foi realizada com o auxilio do software
Graph Pad Prism 5.0, San Diego, EUA. Os resultados sao apresentados como média
+ erro padrdo da média (epm) de dados brutos ou delta, conforme indicado em cada
figura, de medidas realizadas nas patas dos animais. Foi utilizada a analise de
variancia (ANOVA) de duas (two-way ANOVA) ou de uma via (one-way ANOVA), para
a andlise de dados repetidos ao longo do tempo ou néo, respectivamente, seguida de
comparagdes multiplas pelo teste Turkey. O nivel de significAncia estabelecido foi de
p<0,05.

RESULTADOS

Padronizacdo do teste comportamental nociceptivo mecanico

A padronizagédo do teste comportamental nociceptivo mecéanico foi realizada
demonstrando que o limiar de retirada dos animais em condi¢des basais, para animais
gue pesam entre 100 e 300 gramas, encontra-se em torno de 40 (para animais mais
leves) a 60 gramas (para animais mais pesados) (Fig. 2) consoante com dados

encontrados por Vivancos, (63) e outros pesquisadores (69).

Na figura 2 painel A €& possivel observar que ndo houve diferenca

estatisticamente significante entre as medidas dos limiares nociceptivos das patas
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direitas e esquerdas de cada animal, indicando que o valor médio observado entre 0s
animais nao difere, e que foram realizadas medidas adequadas quanto a lateralidade

de cada pata.

O painel B indica as medidas dos limiares basais mecéanicos agrupados
segundo a lateralidade, pata direita e pata esquerda. Mais uma vez, nao foi encontrada
diferenca entre os valores de ambas patas, indicando que ndo ha diferenca entre o
limiar das patas esquerdas e direitas, e que 0s experimentadores adquiriram
habilidade para medir ambas patas sem que haja diferenca entre elas.
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Figura 4 — Limiar nociceptivo mecénico basal de animais naive. Painel A: Limiar nociceptivo
mecénico basal individual. Eixo Y: indica a forga em gramas necessaria para que o animal retire a
pata do estimulo mecénico. Eixo X: diferentes animais Naive. Os dados referem-se a médias + epm de
ratos wistar, machos, pesando entre 100-300 gramas. ANOVA de duas vias seguida do teste Tukey.
n=4 animais. NS = Nao significativo. NS=p>0,05. Painel B - Limiar nociceptivo mecanico basal do
grupo. Eixo Y: indica a forca em gramas necessaria para que o0 animal retire a pata do estimulo
mecanico. Eixo X: Pata direita e pata esquerda de todos os animais agrupadas. Os dados referem-se
as médias dos valores basais £ epm de ratos wistar, machos, pesando entre 100- 300 gramas. NS =
N&ao significativo. NS=p>0,05. Teste t. n=4. Fonte: Elaborada pelo autor. Ano: 2019.

Sensibilizacéo inflamatoria aguda induzida por Carragenina

A utilizacdo da Carragenina como substancia pro-inflamatoria demonstrou que
todas as doses induziram hipernocicepcdo mecanica e o efeito foi significativamente
diferente do grupo Salina (Fig. 3A). Ja para a sensibilizacdo inflamatoria térmica houve
diferenca significativa do grupo que recebeu Cg 200 ug comparado ao grupo salina.
Os demais grupos néo diferiram do controle (Fig. 3B). Isso demonstra que ha diferenca

na sensibilizagcdo mecanica e térmica causada por diferentes doses de Carragenina.
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Figura 5- Curva dose-resposta da Carragenina. Painel A: Intensidade de hipernocicepcéo
mecanica em resposta a diferentes doses de carragenina, em 3 dias de experimentos
independentes. Eixo Y: delta do limiar de retirada dos animais em gramas, representando a
intensidade de hipernocicepcdo. Eixo X: representacdo dos diferentes tratamentos. *p<0,05,
tratamentos versus salina. Os dados referem-se a médias = epm. ANOVA de uma via seguida do teste
Tukey. Painel B: Intensidade de hipernocicepg¢do térmica em resposta a diferentes doses de
Carragenina. Eixo Y: delta do limiar de retirada dos animais em segundos, representando a intensidade
de hipernocicepcéo. Eixo X: representacdo dos diferentes tratamentos. *p<0,05, Carragenina 200 ug
versus Salina. ANOVA de uma via seguida do teste Tukey. n=5 - 10 animais. Fonte: Elaborada pelo
autor. Ano: 2019.

Foi selecionada a dose de 200 ug/pata/100uL para promover a sensibilizagao
nociceptiva nos experimentos, ja que essa se mostrou estatisticamente distinta das
outras para ambos os testes, e inicialmente, e pretendia-se utilizar os dois testes.
Posteriormente, as outras doses foram utilizadas, ja que se optou por ndo realizar o

teste térmico.

Definicdo do protocolo de anestesia

O primeiro protocolo de anestesia, no qual a inducdo e manutencédo foram
realizadas com a utilizagdo de Cetamina 40 mg/kg + Xilazina 2,5 mg/kg +
Acepromazina 0,75 mg/kg por via intraperitoneal, e Isoflurano via inalatoria oferecido
em cone com um algoddo embebido na substancia (Fig. 4) (64), ndo atendeu as
necessidades do grupo, tendo em vista 0 tempo maior necessario para inducdo e
recuperacdo anestésica, de cerca de 40 minutos. Além disso, 0s animais

apresentaram maior instabilidade autondmica, avaliada por meio de parada
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cardiorrespiratoria, sendo sua reversdo muitas vezes inviavel. Estes fatores

associados inviabilizaram seu uso pelo grupo.

Figura 6 - Mesa cirurgica com primeiro protocolo de anestesia. Demonstracdo da manutencao
anestésica pelo Isoflurano oferecido em cone com algoddo embebido na substancia. Inducéo via
intraperitoneal pela utilizagdo de Cetamina 40mg/kg + Xilazina 2,5mg/kg +Acepromazina 0,75mg/kg.
Fonte: Elaborada pelo autor. Ano: 2018.

O segundo protocolo, ja com a utilizacdo do equipamento para anestesia
inalatoria em ratos (Fig. 5) foi realizado com o Isoflurano na taxa de 4% a 6% para
inducao anestésica e 2% a 4% para manutencao, a depender do peso do animal. Para
este protocolo, observou-se diminuicdo da instabilidade autondémica e, ao ser
detectada, esta pdde ser revertida rapidamente por meio da diminui¢cdo do fluxo de
anestésico. O tempo médio necessario para inducdo anestésica nesse equipamento

foi de 5 minutos. A recuperacdo anestésica se deu em torno de 2 minutos.
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Figura 7 - Mesa cirdrgica. Para realizar o protocolo de anestesia foi utilizado o Sistema de Anestesia
composto por administrador do anestésico (1), caixa de indugdo de anestesia (2) e cone nasal (3).
Fonte: Elaborada pelo autor. Ano: 2019.

Modelo de dor pdés-incisional aguda

O modelo de dor pés-incisional aguda foi realizado conforme o estabelecido por
Brennan et al., (1996) (67). Todas as etapas foram padronizadas satisfatoriamente,
as quais sejam: diérese (a separagéo dos tecidos possibilitou a abordagem da regi&o),
exérese (a incisdo realizada no musculo plantar mimetizou a lesdo causada pela
cirurgia), hemostasia (a prevencao e detencdo do sangramento foi realizada pela
compressdo) e sintese (as suturas foram realizadas adequadamente favorecendo o

processo de cicatrizagdo posterior), como demonstrado nas figuras 6 e 7.
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Figura 8 - Procedimento cirdrgico. A e B) Diérese: rompimento de pele e fascia. C) Exérese:
exposicdo do nervo plantar seguida de realizacéo de pequena leséo utilizando-se de bisturi e D) Sintese
(sutura). Fonte: Elaborada pelo autor. Ano: 2019.

Os limiares nociceptivos foram avaliados apos 2 horas e ap6s 24 horas da
incisdo. A avaliagdo dos limiares nociceptivos mecanicos dos animais demonstrou
hipernocicepcdo causada pela inciséo significativamente diferente do grupo Sham
(p<0,05 para Sham 2h/24h versus Cirurgia 2h/24h). Além disso, também houve
diferenca para o grupo operado nas medidas realizadas 2h e 24h apds a inciséo
cirurgica, demonstrando maior intensidade da hipernocicepgdo, em ambos casos, nas
primeiras 2 horas (p<0,05 para Cirurgia 2h versus Cirurgia 24h) (Fig. 7). Este dado
esta de acordo com o estudo realizado por Brennan e colaboradores no qual o método

de incisdo foi desenvolvido (67).
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Figura 9 - Intensidade de hipernocicepcdo mecanica aguda em resposta a incisdo no musculo
plantar. Eixo Y: Delta do limiar de retirada dos animais em gramas, representando a intensidade de
hipernocicepcao. Eixo X: representacao dos diferentes tratamentos. *p <0,05, Sham 2hr versus Cirurgia
2hr e versus Cirurgia 24h; Cirurgia 2hr versus Sham 24hr; Sham 24hr versus Cirurgia 24hr; Cirurgia 2hr
versus Cirurgia 24hr. Os dados referem-se a médias = epm de ratos wistar, machos, pesando entre
100-300 gramas. ANOVA de uma via seguida do teste Tukey. h= 3 — 4 animais. Fonte: Elaborada pelo
autor. Ano: 2019.

Além disso, os limiares térmicos desses animais também se mostraram
distintos nas 2 primeiras horas entre o grupo Sham (A 0,1 s) e o operado (A 4,6 s)
demonstrando a capacidade da cirurgia em promover a hipernocicep¢do aguda
(p<0,05). Também houve diferenca no grupo operado nas medidas realizadas 2 horas
apos o procedimento cirdrgico e 24 horas apés o procedimento cirurgico (p<0,05), o
que demonstra que os efeitos da cirurgia isolada (sem presenca de estimulos
inflamatorios anteriores) apesar de promover a hipernocicepcdo aguda, tende a

diminuir j& nas primeiras 24h apés a cirurgia (Fig. 8).

1

-2 T T T T
Sham 2hr Cirurgia 2hr Sham 24hr Cirurgia 24hr

Intensidade de hipernocicepcgéo
(A do Limiar de retirada, segundos)

Figura 10 - Intensidade de hipernocicepgédo térmica em resposta a incisdo no musculo plantar.
Eixo Y: Delta do limiar de retirada dos animais em segundos, representando a intensidade de
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hipernocicepcéo. Eixo X: representacao dos diferentes tratamentos. *p<0,05, Sham 2hr versus Cirurgia
2hr; Cirurgia 2hr versus Cirurgia 24hr. Os dados referem-se a médias + epm de ratos wistar, machos,
pesando entre 100-300 gramas. ANOVA de uma via seguida do teste Tukey. n= 3 — 4 animais. Fonte:
Elaborada pelo autor. Ano: 2019.

Modelo de dor pos-incisional persistente

Para que fosse possivel estudar os mecanismos envolvidos na
persisténcia da dor pds-incisional foi desenvolvido um modelo no qual estas condi¢des
fossem mimetizadas. Assim, neste protocolo, os animais foram tratados com
Carragenina na dose de 200 pg/pata/100uL por trés dias consecutivos, e no quarto
dia foi realizado o procedimento cirdrgico (Fig. 8). Porém, observou-se que este
protocolo ndo induziu a sensibilizacdo pos-incisional persistente, conforme é
demonstrado na figura 9. Nela pode-se observar que os limiares de todos 0s grupos
retornaram aos valores basais a partir do sexto dia apés o procedimento cirdrgico. Os
limiares mecanicos foram acompanhados por 15 dias. De acordo com Brennan et al.,
(1996) (67), no sexto dia apds a intervencdo cirargica, os limiares nociceptivos
mecanicos dos animais retornam aos valores basais em situacbes onde ndo ha
persisténcia do estimulo doloroso (67). Nossos dados se assemelham ao resultado
obtido por ele, ja que, a partir do sexto dia, ndo houve diferenca estatisticamente
significante entre os valores antes de iniciar o tratamento e 15 dias apds o
procedimento, e tampouco entre 0 grupo que recebeu Salina e o grupo que recebeu
Carragenina. De todo modo, o grupo que recebeu a Salina + cirurgia teve seus limiares
mais baixos que o grupo que recebeu a Carragenina + cirurgia. Naturalmente, o
estimulo inflamatério nesse ultimo grupo é mais intenso, e por isso o limiar é mais

baixo.

Diante desse dado, foi realizado novo experimento no qual os animais
receberam Carragenina por seis dias, ao invés de trés, e na dose de 100
Mg/pata/100uL, ao invés de 200 pg/pata/100uL, ja que essa dose foi capaz de
promover a hiperalgesia também.
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Carragenina 200 Teste
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t 2 horas —
Teste
nociceptivo

Figura 1l - Esquemado 1°protocolo de sensibilizagdo pds-incisional persistente. t=tempo. Fonte:
Elaborada pelo autor. Ano: 2019.

=k— Salina + Sham
-~ Salina + Cirugia

=@~ Carragenina 200 pg + Cirurgia

(A limiar de retirada, gram as)
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Figura 12 - Intensidade de hipernocicep¢cdo mecénica em resposta ao tratamento com
Carragenina 200 pg/pata/100uL e Salina e incisdo no musculo plantar. Os dados referem-se a
médias + epm de ratos wistar, machos, pesando entre 100-300 gramas. A) Eixo Y: Diferengca, em
gramas, entre o limiar de retirada dos animais antes de iniciarem os tratamentos e ap6s o tratamento,
representando a intensidade de hipernocicepcédo. Eixo X: Tempo, em dias, em que as medidas foram
realizadas. No dia O foi realizada a incisé@o cirdrgica. A administragdo de Carragenina foi realizada nos
3 dias anteriores a cirurgia. *p<0,05, (DIA -3, -1) Carragenina 200 pg + Cirurgia versus Salina + Cirurgia
e versus Salina + Sham; (DIA 0,1,2,3) Carragenina 200 mg + Cirurgia versus Salina + Cirurgia e versus
Salina + Sham; Salina + Cirurgia versus Salina + Sham; (DIA 5) Carragenina 200 ug + Cirurgia versus
Salina + Sham; Salina + Cirurgia versus Salina + Sham; NS = N&o significativo. p>0,05, (DIA 7, 9, 11,
13, 15). Os dados referem-se a médias + epm. ANOVA de uma via seguida do teste Tukey. n= 5
animais. Fonte: Elaborada pelo autor. Ano: 2019.
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Sendo assim, 0s animais receberam Carragenina 100 pg/pata/100uL por seis

dias consecutivos, e no sétimo dia foi realizada a inciséo cirdrgica (Fig. 11).

Carragenina 100 pg/pata/100pL Teste
nociceptivo

~ _~ ~ =

3°Dia | 4°Dia | 5°Dia | 6°Dia | 7°Dia | 8°ao030°Dia

I°Dia | 2°Dia

—

» t0 horas —
Cirurgia
t 2 horas —

Teste
nociceptivo

Figura 13- Esquemado 2° protocolo de sensibilizagdo pds-incisional persistente. t=tempo. Fonte:
Elaborada pelo autor. Ano: 2019.

A dose de 200 ug/pata/100uL era inicialmente usada para que o limiar térmico

pudesse ser mensurado uma vez que a dose de 100 ndo induz sensibilizacédo térmica.

Salina + Sham
Intensidade de
hipernocicepcéao
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diarias

Carragenina + Cirurgia
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Figura 14 - Sensibilizacdo pos-incisional persistente induzida por Carragenina. 6 dias de
Carragenina consecutivos. Medidas basais da intensidade de hipernocicep¢cdo mecanica em resposta
a administragdo de Carragenina 100 pg/pata/100uL e incisdo no muisculo plantar. Cada ponto é
expresso como a média + epm. A) Eixo Y: Diferenca, em gramas, entre o limiar de retirada dos animais
antes de iniciarem os tratamentos e apds o0 ftratamento, representando a intensidade de
hipernocicepgéo. Eixo X: Tempo, em dias, em que as medidas foram realizadas. A administragéo de
Carragenina ocorreu 1 vez ao dia, intraplantar, do dia 1 ao dia 6. No 7° dia foi realizada a incisdo no
musculo plantar. NS (DIA -6, -5); *p<0,05, (DIA -4) Carragenina + Cirurgia versus Naive + Sham; (Dia
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-3, -2, -1) Carragenina + Cirurgia versus Salina + Cirurgia e versus Naive + Sham e versus Salina +
Sham; (DIA 0) Carragenina + Cirurgia versus Naive + Sham e versus Salina + Sham; (DIA 1, 2)
Carragenina + Cirurgia versus Naive + Sham e versus Salina + Sham; (DIA 3) Carragenina + Cirurgia
versus Salina + Cirurgia e versus Naive + Sham e versus Salina + Sham; (DIA 4) Carragenina + Cirurgia
versus Naive + Sham e versus Salina + Sham; (DIA 5, 6, 7, 8, 10, 12, 15, 23, 30) Carragenina + Cirurgia
versus Salina + Cirurgia e versus Naive + Sham e versus Salina + Sham. ANOVA de duas vias seguida
do teste Tukey. n=5 animais. Fonte: Elaborada pelo autor. Ano: 2019.

Conforme demonstra a figura 12, os animais que receberam o estimulo
inflamatorio com Carragenina por 6 dias, e a incisao cirdrgica no 7° dia mantiveram
seus limiares hipernociceptivos até o final do experimento. Sendo assim pode-se
considerar que esses animais apresentaram sensibilizacéo nociceptiva pés-incisional
persistente, pois o grupo que recebeu Carragenina + Cirurgia foi estatisticamente
diferente até o 30° dia dos trés grupos controles, e caso ndo houvesse a persisténcia,
de acordo com os estudos disponiveis na literatura, o limiar nociceptivo deveria
retornar aos valores basais apos o sexto dia (67). Os limiares foram acompanhados
até 0 30° apds a inciséo cirdrgica (o grupo sempre esteve atento a duragdo minima do
experimento para evitar o sofrimento dos animais). Por conseguinte, o protocolo de
sensibilizacdo pés-incisional persistente foi padronizado por estimulo inflamatério com

Carragenina por seis dias, seguido do sétimo dia com a inciséo cirurgica.

Curva dose-resposta da Apigenina sobre a sensibilizacdo inflamatéria induzida
por Carragenina

A curva dose-resposta da Apigenina foi realizada seguindo aos critérios pré-
estabelecidos, no entanto, os dados ndo demonstraram diferencas estatisticas entre
as doses testadas. Apesar de haver uma diferenca visual entre a dose de 10
Mg/pata/100 uL e as demais doses, ela nao foi diferente estatisticamente, porém, foi
diferente do grupo que recebeu o diluente. Nao obstante, todas as doses foram

estatisticamente distintas do grupo que recebeu a solucdo Salina.
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Figura 15 - Curva dose-resposta da Apigenina na presenga de Carragenina 200 pg/pata/100 pL.
Eixo Y: delta do limiar de retirada dos animais em gramas, representando a intensidade de
hipernocicepcao. Eixo X: representacéo dos diferentes tratamentos. Os dados referem-se a médias +
epm. *p=<0,05, Dil versus Apigenina 10 yg. +p= <0,05, Apigenina 1,3,10,30,100 versus salina. ANOVA
de uma via seguida do teste Tukey. n= 5-8 animais. Fonte: Elaborada pelo autor. Ano: 2019.

Curva dose-resposta do Brusatol sobre a sensibilizagdo inflamatéria induzida
por Carragenina

Inicialmente foi realizada uma curva dose-resposta do Brusatol sobre a
sensibilizacdo inflamatéria induzida por Carragenina, pois em um pProcesso
inflamatério induzido por Carragenina, o Brusatol tenderia a aumentar a hiperalgesia.
Foram selecionadas as doses de 7, 20, e 60 ug/pata/100uL mais a Carragenina 50

Mg/pata/100puL, a partir da experiéncia prévia do experimentador (70).

Os grupos que receberam Brusatol nas doses 7, 20, e 60 ug/pata/100uL
diferiram estatisticamente dos grupos que receberam diluente na presenca da
Carragenina 50 pg/pata/100uL, demonstrando que este provoca hipernocicepcao (Fig.
14A).

Inicialmente foi utilizada a Carragenina 50 ug/pata/100uL, todavia, no protocolo
seguinte ela foi substituida pela Carragenina 25 pg/pata/100uL. Essa dose apresenta
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resposta nociceptiva, entretanto, de forma menos expressiva que as outras doses de
Carragenina, evitando que ela mascare os possiveis efeitos do Brusatol. Por estarmos
buscando visualizar um aumento da intensidade de hipernocicepgéo provocada pela
inibicdo do Brusatol sobre a via Keap1/Nrf2/ARE, optou-se por essa diminuigao.
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(A limiar de retirada, gram as)

Intensidade da hipernocicepcéo
Intensidade da hipernocicepcéo
(A limiar de retirada, gram as)

Brusatol (pg/pata/l100 ul) Brusatol (ng/pg/pata/l100 ulL)

Carragenina (50pg/pata/100 ul) Carragenina ( 25pg/pata/100 ulL)

Figura 16 - Curva dose-resposta do Brusatol. Eixo Y: delta do limiar de retirada dos animais em
gramas, representando a intensidade de hipernocicepcdo. Eixo X: representacdo dos diferentes
tratamentos.  Painel A: Curva dose-resposta do Brusatol na presenca de Carragenina 50
ug/pata/100uL. *p= <0,05, Salina versus Cg 50 pg; Cg 50 ug versus Brusatol 7 ug, 2 ug, e 60 ug;
Brusatol 7 ug, 20 ug, e 60 ug versus Cg 100 pug. Nao houve diferenca entre Cg50 ug versus Cg 100
Mg. Painel B: Curva dose-resposta do Brusatol na presenga de Carragenina 25 ug/pata/100uL.*p=
<0,05, Salina versus Cg 25 pg; Cg 25 ug versus Brusatol 100ng, 300 ng e 1 ug; Cg 25 ug versus Cg
100 pg. ANOVA de uma via seguida do teste Tukey. n= 5-20 animais. Fonte: Elaborada pelo autor.
Ano: 2019.

A vista disso, para dar continuidade ao estudo de doses menores de Brusatol,

foi utilizada a Carragenina 25 pg/pata/100uL.

Neste experimento foi demonstrado que a dose de Brusatol 30 ng/pata/100uL
nao diferiu estatisticamente do grupo que recebeu o diluente, e que esse, diferiu de
todas as outras doses. Sendo assim, para fazer o acompanhamento desses animais,
utilizou-se a dose de 30 ng/pata/100uL, que néo apresentou hiperalgesia e a dose de

100 ng/pata/100pL, que foi a menor dose capaz de promover hiperalgesia.
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Efeito de um indutor e de um inibidor da via Keap1l/Nrf2/ARE no processo de

desenvolvimento da sensibilizacdo pds-operatéria persistente

Para avaliar o efeito da possivel ativacdo da via Nrf2/Keapl/ARE sobre a
sensibilizacdo pos-operatoria persistente, foi utilizada a Apigenina, substancia
amplamente relatada por seus efeitos ativadores da via Nrf2/Keapl/ARE (44,47,49—
51,71,72). Destarte, os animais foram tratados com o referido farmaco por 3 dias
consecutivos, em 3 doses diferentes (10, 30, 100 ug/pata/100uL) acrescidos de
Carragenina na dose de 200 pg/pata/100uL (Fig. 15). Essa dose de Carragenina foi
escolhida pois no momento deste experimento as medidas mecéanicas e térmicas
estavam sendo avaliadas, e como descrito anteriormente, para causar sensibilizacéo
térmica, € necessario utilizar a dose de Carragenina de 200 microgramas. Além disso,
as doses foram administradas por 3 dias consecutivos e n&do 6 dias consecutivos dado

gue o protocolo de cronificacdo ndo estava estabelecido.

T 0 hora — Apigenina 1, 3, 10, 30, Teste
100 pg/pata/100uL nociceptivo

T 1 hora - Carragenina 200
g/pata/100uL

~_~ J L

1° Dia ‘2°Dia 3°Dia 4° Dia 5° a0 15° Dia ‘

1

>t 0 horas —
Cirurgia

t 2 horas —
Teste
nociceptivo

Figura 17 - Esquema do 1° protocolo de sensibilizagdo po6s-incisional persistente na presenca
da Apigenina. t=tempo. Fonte: Elaborada pelo autor. Ano: 2019.

Definidos estes parametros, os grupos foram acompanhados por 15 dias
consecutivos, e a partir do sexto dia as medidas retornaram aos valores basais,
estando de acordo com o que os estudos disponiveis na literatura afirmam quando

ndo ha sensibilizagdo nociceptiva pos-incisional persistente (67). Todavia, como 0
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limiar nociceptivo retornou aos valores basais no 6° dia, permanecendo até o 15°, ndo

se fez necessario acompanhar por 30 dias.

4 Ssalina + Cirurgia —&— APG 100pg + Cg 200pg + Cirurgia

=~ Salina + Sham =~ APG 30pug + Cg 200pg + Cirurgia

¥~ Diluente APG + Cg 200ug + Cirurgia ~® APG 10ug + Cg 200ug + Cirurgia

(A limiar de retirada, gram as)

Intensidade da hipernocicepg¢éo

-20 T T T T T T T T T T T T T T T T

Dias

Figura 18- Atuagdo da Apigenina administrada por 3 dias consecutivos. Cada ponto é expresso
como a média £ epm. A) Eixo Y: Diferenca, em gramas, entre o limiar de retirada dos animais antes de
iniciarem os tratamentos e apdés o tratamento, representando a intensidade de hipernocicepcao. Eixo
X: Tempo, em dias, em que as medidas foram realizadas. No dia O foi realizada a incisdo cirargica. A
administracdo de Carragenina foi realizada nos 3 dias anteriores a cirurgia. *p<0,05. (DIA 6) Nao houve
diferenca entre os grupos; (DIA 7) APG 10/30ug + Cg 200 pg + Cirurgia versus Diluente APG +Cg 200
pg + Cirurgia; (DIA 8) APG 30/100 ug + Cg 200 ug + Cirurgia versus Salina + Cirurgia e versus Diluente
APG +Cg 200 ug + Cirurgia; APG 10ug + Cg 200 ug + Cirurgia versus Diluente APG + Cg 200 pg +
Cirurgia; (DIA 9, 11, 13,15) N&o houve diferenca entre os grupos. NS= N&o significativo ANOVA de
duas vias seguida do teste Tukey. n=5 animais. Fonte: Elaborada pelo autor. Ano: 2019.

Do inicio do experimento ao 5° dia apds o procedimento cirargico foi verificada
diferenca entre os grupos conforme figura 16. A partir do 6° dia ndo houve diferenca
estatistica entre os grupos, com excecao no 7° e 8° dia, no qual foi verificada diferenca
entre os grupos APG 10/30ug + Cg 200 ug + Cirurgia versus Diluente APG +Cg 200
Mg + Cirurgia e APG 30/100 ug + Cg 200 pg + Cirurgia versus Salina + Cirurgia,
respectivamente. De todo modo, por ter sido uma diferenca pontual a qual ndo se
manteve nos dias posteriores, pode-se sugerir que os limiares tenham sido alterados

por condi¢cdes ambientais do dia em que foram realizadas as medidas (Calor, barulho,
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experimentador). De forma geral, ndo houve diferenca estatistica entre os grupos que
receberam Apigenina ou Carragenina e os grupos controle (Administracdo de Salina
com cirurgia/Sham), e tampouco foi identificada a presenca de sensibilizacao
nociceptiva pos-incisional persistente, jA que a partir do sexto dia os limiares dos

animais retornaram aos valores basais.

A T 0 hora - Brusatol 7, 20, 60 pg/pata/100uL Teste

T 1 hora - Carragenina 100 pg/pata/100uL nociceptivo

~ = ~_~

3°Dia |4°Dia | 5°Dia | 6°Dia | 7°Dia | 8°ao 30°Dia

2°Dia

‘ 1° Dia

—

> t0 horas —
Cirurgia
t 2 horas —
Teste
nociceptivo

B T 0 hora - Brusatol 30 ng, 300 ng, 1ug/pata/100uL Teste

T 1 hora - Carragenina 25 pg/pata/100pL nociceptivo

~ = =~ _~

3°Dia |4°Dia | 5°Dia | 6°Dia | 7°Dia | 8°ao 30°Dia

I°Dia | 2°Dia

—

> t 0 horas —
Cirurgia

t 2 horas —
Teste
nociceptivo

Figura 19 - Esquema do 2° protocolo de sensibilizagao pos-incisional persistente na presenca
do Brusatol. Painel A:Brusatol na presenca de Carragenina 100 pg/pata/100uL. Painel B: Brusatol na
presenca de Carragenina 25 pg/pata/100uL. Fonte: Elaborada pelo autor. Ano: 2019.

Da mesma forma, os grupos que receberam diferentes doses de Apigenina nao
foram diferentes do grupo controle Diluente + carragenina + cirurgia, apos o sexto dia
(com excecao do 7° e 8°). A partir deste dado pode-se sugerir que a Apigenina
administrada localmente ndo possui efeito protetor sobre a sensibilizacédo inflamatoria
mecanica induzida por carragenina e pela incisdo cirdrgica. Porém, é fundamental
testar o efeito da Apigenina no protocolo em que houve a persisténcia da

hipernocicepc¢ao pés-incisional para se ter dados mais conclusivos.
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Ao se avaliar o efeito do Brusatol, substancia descrita como inibidor da via
Keapl/Nrf2/ARE, por 6 dias consecutivos (Fig. 17), foi observado que as doses de
Brusatol utilizadas com Carragenina foram suficientes para que o estimulo nociceptivo
persistisse até o 30° dia. Apesar do demonstrado na figura 18 onde a dose de 30
ng/pata/100uL de Brusatol se mostrou distinta das demais, e por isso foi usada como
controle, ela ndo apresentou diferenca estatistica da dose 100 ng/pata/100uL, e
conforme € possivel observar na figura 18, a dose de Brusatol de 30 ng/pata/100uL
também foi capaz de promover a sensibilizagdo pds-incisional persistente.

O protocolo foi realizado com a administracdo de Carragenina 25
Mg/pata/100MI uma vez que, em doses maiores de Carragenina, ndo foi possivel

visualizar a resposta do Brusatol.

Conforme demonstra a figura 18, os grupos que receberam Brusatol diferiram
igualmente dos grupos Salina + Sham e Salina + Cirurgia. Esse dado demonstra que
ambas doses foram capazes de promover hiperalgesia nos animais. Além disso, o
grupo que recebeu somente Carragenina 25 ug/pata/100uL por seis dias consecutivos
também apresentou sensibilizacdo pdés-incisional persistente. Esperava-se que
houvesse diferenca estatistica na resposta encontrada entre o grupo que recebeu
Carragenina 25 ug/pata/100uL + a cirurgia € o que recebeu Brusatol 100ng + Cg 25
pg + Cirurgia, apesar disso, nao houve diferenga entre esses grupos. Outrossim, o
grupo que recebeu Brusatol 100ng + Salina + Cirurgia (estimulo inflamatério ausente)
também apresentou sensibilizacdo nociceptiva pés-incisional persistente. Os dados
demonstram que esse grupo nao difere dos outros grupos que receberam Brusatol, e,
ao mesmo tempo, difere dos controles Salina + Sham e Salina + Cirurgia,

demonstrando que ha a presenca da hipernocicepc¢ao no periodo de avaliacéo.



45

—Ak—~ Cg 25 ug + Cirurgia -©- Brus 30 ng + Cg 25 pug + Cirurgia
Salina + Sham =~ Brus 100 ng + Cg 25 pug + Cirurgia
. . . =®— Brus 100 ng + Salina + Cirurgia
=¥— salina + Cirurgia g 9
o
W~ 40 9
(&3 1]
o ®©
=
L2 ®©
S =
o O
€ ©
o ©
a ¢
c =
s 2
T *
v ©
T
© «©
5 <
» E
2 =
v <« .
- -20 =7 T T | p— T T T T T
- -6 -5 -3 -1 O 1 2 5 7 15 23 30
e — L ]
Dias de tratamento Dias de p6s-tratamento
B 30 °Dia de tratamento
H sSalina + Sham I Brusatol 30ng
B salina + Cirurgia [ Brusatol 100ng
H Diluente [ Brusatol 100ng + Salina
° P
T e 207
o © t x |
[
© g
5 Z
o 10+
c 4
° ©
a ¢
e = 0
s 2
)
[l ]
S 5 -101
&
w E
2 =
° <
E ~ '20 T L] L] L] L] L}
- Salina Salina Diluente Brus Brus Brus
30ng 100ng 100ng +
I | Salina

Carragenina (25 pg/pata)

Cirurgia

Figura 20 - Sensibilizagdo pds-incisional persistente induzida por Brusatol. Cada ponto é
expresso como a média + epm. A) Eixo Y: Diferenca, em gramas, entre o limiar de retirada dos animais
antes de iniciarem os tratamentos e ap6s o0 ftratamento, representando a intensidade de
hipernocicep¢do. Eixo X: Tempo, em dias, em que as medidas foram realizadas. Painel A:
Sensibilizacdo pés-incisional persistente induzida por Brusatol nos 30 dias. No dia O foi realizada
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a incisao cirargica. A administracéo de Carragenina foi realizada nos 6 dias anteriores a cirurgia. *p <
0,05. (DIA 30) Brus 30 ng + Cg 25 mg + Cirurgia versus Salina + Cirurgia; Brus 100 ng + Cg 25 mg +
Cirurgia versus Salina + Cirurgia e versus Salina + Sham; Brus 100 ng + Salina + Cirurgia versus Salina
+ Cirurgia e versus Salina + Sham; Cg 25 mg + Cirurgia versus Salina + Cirurgia. Nao houve diferenga
estatistica entre Brusatol 100ng + Cg 25 ug + Cirurgia versus Carragenina 25 ug + Cirurgia. ANOVA
de duas vias seguida do teste Tukey. n=5 animais. Painel B: Sensibilizagdo pés-incisional
persistente induzida por Brusatol no 30° dia de intervencdo. *p < 0,05 para as seguintes
comparacgdes: Salina + Sham versus Brusatol 100ng; Salina + Sham versus Brusatol 100ng + Salina;
Salina + Cirurgia versus Carragenina 100ng, diluente, Brusatol 100ng, Brusatol 100ng + Salina. n=5
animais. ANOVA de uma via seguida do teste Tukey. n=5 animais. Fonte: Elaborada pelo autor. Ano:
20109.

DISCUSSAO

A variacdo do limiar de retirada de acordo com o0 peso, existente na
padronizacao do teste nociceptivo mecanico, se deve ao fato de que uma forgca maior
€ necessaria quando o peso do animal é maior. Sendo assim, por haver animais que
pesavam entre 100 e 300 gramas, as variagdes encontradas em torno de 40 e 60

gramas sdo esperadas.

Se tratando do limiar de retirada observado em patas distintas, apesar de haver
estudos que relatem variabilidade entre as medidas de ambas as patas (73), Nn0sSso
resultados demonstram semelhancas entre as medidas de ambas patas, e estas ndo
diferiram estatisticamente umas das outras. Isso demonstra que o experimentador
desenvolveu habilidade de medir duas patas sem que haja variacéao entre as medidas,
0 que permite a realizacdo de experimentos com ambas as patas, e assim, 0 nUmero
de animais utilizados em cada experimento pode ser minimizado, de acordo com o

proposto pelo principio 3 R’s (74).

A substéancia pré-inflamatéria Carragenina se mostrou eficaz em promover a
inflamacé&o no local da administracado. A administragéo cronica por 6 dias se mostrou
eficiente, juntamente com a incisdo cirargica, em promover a sensibilizacdo pos-
operatoria persistente. Essa substancia foi escolhida devido as suas propriedades
como agente pro-inflamatorio (75). Na realizacdo dos testes com Carragenina, foram
realizados dois testes (mecanico e térmico) pois pretendia-se utilizar os dois
equipamentos. Essa decisao foi substituida ao longo do projeto porque para a analise
dos limiares no teste térmico foi observada a necessidade de doses mais altas dos

reagentes, inviabilizando assim a realizagdo dos dois testes ao mesmo tempo e
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dobrando o numero amostral do estudo. Assim, optou-se por dar seguimento ao

estudo avaliando os limiares mecanicos dos animais.

O protocolo de anestesia utilizado pelo grupo atendeu as necessidades
exigidas, e se demonstrou um protocolo eficiente para realizagcdo de cirurgias em
animais de pequeno porte. Vale ressaltar a importancia de estar presente um
experimentador, além do cirurgido, que monitorarda o animal durante todo o
procedimento. Esse protocolo favorece a realizacdo de experimentos com métodos
mais humanos, favorecendo o conforto animal, e a utilizagdo do menor nimero de

animais possivel, conforme o principio 3 R’s (74)

O modelo de dor pdés-incisional aguda se demonstrou eficaz em mimetizar as
condi¢Bes da cirurgia demonstrado por Brennan e colaboradores, no qual o método
de incisao foi desenvolvido (67). Nele, apds o sexto dia da realiza¢do do procedimento,
0S animais ndo apresentavam sensibilizacdo mecéanica. No nosso experimento nao foi
diferente. Apds o sexto dia, os limiares dos animais retornaram aos valores basais,
demonstrando que apenas a cirurgia, na auséncia de um estimulo inflamatério mais
potente como a Carragenina, ndo € capaz de promover a sensibilizacdo poés-

operatoria persistente mesmo na presenca na leséao.

Se tratando do modelo de dor pés-incisional crénica, pode-se sugerir que o
tempo em que o animal recebe o estimulo inflamatério € mais importante no processo
de cronificacdo do que a intensidade do estimulo (54), jA que primeiramente,
observamos que um estimulo mais intenso por um periodo de tempo menor (200
Mg/pata/100uL por 3 dias) nao foi capaz de induzir a persisténcia do quadro doloroso.
Por outro lado, um estimulo menos intenso por um periodo maior (100 e 25
Mg/pata/100uL por 6 dias) foi capaz de induzir a sensibilizacdo pdés-operatéria
persistente. A diminuicdo da dose pode ser realizada pois, além de se mostrar
suficiente para induzir a resposta, os testes se iniciaram com a dose de 200
Mg/pata/100uL de Carragenina em razdo de uma dose maior ser necessaria para a
deteccao do limiar térmico. De todo modo, optou-se por prosseguir apenas com o teste
mecanico pois este se mostrou mais adequado para os protocolos do projeto. Nesse

teste, doses menores séo suficientes para demonstrar a resposta.
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Como controle dos grupos experimentais os animais receberam Salina
seguido da cirurgia. Esse controle foi escolhido pois, desse modo, poderiamos
observar os efeitos apresentados pela presenca da cirurgia na auséncia de um
estimulo inflamatorio. Destarte, a solu¢éo Salina foi administrada para que os animais
pudessem ser corretamente comparados, ja que, a lesdo causada pela injecdo, ou a
qguantidade de liquido injetado na pata poderiam interferir na resposta nociceptiva do
animal. Sendo assim, a solugéo Salina simularia as mesmas condi¢cdes dos grupos
que receberam a substancia inflamatoria. Com esse grupo esperava-se demonstrar
que em 6 dias a resposta nociceptiva retornaria aos valores basais, conforme
demonstra a literatura (67). Além disso, visando demonstrar que somente a cirurgia
ndo seria suficiente para promover sensibilizagdo nociceptiva poés-incisional
persistente, 0 modelo de Brennan foi simulado (67). Desse modo, pode-se demonstrar
gue 0 grupo que recebeu apenas a incisdo teve seus limiares retornados aos valores
basais 6 dias apos a realizacdo do procedimento cirargico, conforme descrito na
literatura (67).

Quanto a curva dose-resposta da Apigenina, esperava-se que doses mais altas
de Apigenina fossem capazes de aumentar o limiar nociceptivo dos animais, ou seja,
induzir efeito antinociceptivo ja que essa substancia demonstrou capacidade para
ativar a via Keapl/Nrf2/ARE, conforme demonstra a literatura (47,50,51), e em uma
curva dose-resposta convencional, doses crescentes de um farmaco geralmente
apresentam efeitos mais intensos a medida que aumentam (76). Porém, os dados do
presente estudo apresentaram um fenémeno de curva dose-resposta ndo monotonica
em formato de “U” (76). Ademais, por ela ser um produto natural, a maioria dos relatos
sao de sua utilizacdo via oral, entretanto, utilizamos a via intraplantar para economizar
o farmaco, ja que a pretendiamos visualizar apenas seu efeito local. Desse modo, por
via local a dose poderia ser ainda menor, e talvez por esse motivo, poderia estar

apresentando toxicidade.

Outrossim, o fenbmeno de curva dose-resposta ndo monotonica em formato de
“U” ocorre com algumas substancias porque “existe a deficiéncia desses nutrientes
para manter a homeostasia” (76). A medida que a dose aumenta, a homeostasia é
obtida e é alcancado o fundo da curva dose-resposta em "U". A medida que a dose
aumenta, ultrapassando a quantidade necessaria para manter a homeostasia, pode

ocorrer toxicidade por superdosagem. Portanto, os efeitos adversos sao observados
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tanto com doses baixas quanto com doses altas” (76). Sendo a Apigenina um

flavonoide presente em diversos alimentos, € natural que esse efeito ocorra.

Na curva dose-resposta da Apigenina um fendmeno parecido ocorreu, pois
tanto em doses baixas quanto em doses altas, a resposta foi similar. Diante do
resultado encontrado, e com base na resposta encontrada semelhante ao visto em
outras curvas dose-resposta ndo monotonicas, ndo se descarta a possibilidade de a
substéancia apresentar um papel dual na via (inibidor/ativador) a depender a dose, local
de acédo, dentre outros. Essa conclusdo pode ser reforcada por meio de um estudo
realizado com culturas de células de carcinoma hepatocelular no qual a Apigenina
ndo é apresentada como ativador da via Keapl/Nrf2/ARE, mas sim, uma substancia
capaz de reduzir drasticamente a expressao de Nrf2 (77), ao contrario do encontrado
nos demais estudos que demonstraram o aumento nos niveis de Nrf2 provocado
pela Apigenina (44,47,49-51,71,72). De todo modo, conforme proposto nos objetivos
do experimento, o efeito da substancia foi acompanhada por um periodo de 15 dias
para avaliar seu efeito sobre a sensibilizacdo pds-operatoéria persistente, e os dados
encontrados demonstraram que a Apigenina possivelmente apresenta o papel de
ativador da via, e ndo de inibidor, indo de acordo com a maioria dos estudos
encontrados (44,47,49-51,71,72).

Por outro lado, ndo podemos afirmar que a substancia pro-inflamatéria
Carragenina induziu o estresse oxidativo - apesar de haver estudos que mostrem esse
efeito (78,79) - e por consequéncia, ativou a via Keapl/Nrf2/ARE. Desse modo, a
substancia ativadora da via ndo poderia apresentar seu efeito. Outros experimentos
seriam necessarios para saber se ha ou ndo a presenca do estresse oxidativo, e da

ativacao da via.

No processo de desenvolvimento da sensibilizacdo pos-operatoéria persistente
com a utilizacao da Apigenina ndo houve a presenca sensibilizacdo persistente. Por
partes, observamos que em sua acéo aguda a dose de 10 ug/pata/100uL se mostrou
distinta estatisticamente do grupo que recebeu a o diluente + Carragenina, ou seja,
ela seria capaz de alterar a resposta nociceptiva aguda do animal, de modo que a
intensidade da hipernocicep¢éo na utilizagdo da substancia tenha sido menor que na
auséncia dela. Esse dado iria de encontro com o disponivel na literatura, ja que, por

se tratar de uma substancia conhecida por ativar a via Keap1l/Nrf2/ARE, que por sua



50

vez esta envolvida em processos inflamatorios, ela iria diminuir a intensidade da
hipernocicepcdo. Semelhantemente, ao avaliar sua ac¢do no processo de
desenvolvimento da sensibilizacdo pos-operatéria persistente, foi observado que ndo
h4 a presenca da sensibilizacdo pods-operatoria persistente na utilizagcdo da
substancia. Poder-se-ia especular que a substancia possui propriedades protetivas
por intermédio da via, pois mesmo diante de um estimulo inflamatorio aplicado por 3
dias consecutivos, 0s grupos que receberam a substancia ndo apresentaram
sensibilizacdo nociceptiva pos-incisional persistente. De todo modo, essa afirmativa
apresentada deve ser feita com cautela ou evitada, pois no experimento em questao,
nenhum grupo apresentou a sensibilizacdo pos-operatoria persistente. Isso pode
haver ocorrido devido ao estimulo inflamatério néo ter sido administrado por periodo
suficiente para que houvesse sensibilizacdo pds-operatoria persistente nos casos
onde ndo ha a utilizacdo da Apigenina, e, nos casos onde h& a presenca da Apigenina,
pela substancia realmente diminuir a intensidade da hipernocicepcao devido sua
atuacdo na via Keapl/Nrf2/ARE. Destarte, para caracterizar adequadamente a
atuacdo da Apigenina sobre a sensibilizacdo nociceptiva pos-incisional persistente
seria necessario realizar um experimento no qual o estimulo inflamatério fosse
administrado pelo periodo suficiente para que houvesse sensibilizacdo nociceptiva
pos-incisional persistente. A vista disso, a perspectiva futura do grupo envolve a
realizacdo de experimentos adicionais para que se possa estudar essa agao e

confirmar ou nao essa afirmativa.

Para o Brusatol, utilizou-se a dose de 100ng pois essa demonstrou efetividade
na curva dose-resposta. Da mesma maneira, a dose Brusatol de 30ng foi utilizada
como controle, j& que na curva dose-resposta ela ndo apresentou diferenca do grupo
gue recebeu apenas o diluente, e sendo assim, pode ser considerada como dose nao
efetiva. De todo modo, sobre a sensibilizacdo nociceptiva pés-incisional persistente
elas ndo apresentaram diferenca estatistica. Além disso, também ndo apresentaram

diferenca estatistica entre o grupo que recebeu Carragenina 25 ug/pata/100puL.

Vérios fatores podem estar envolvidos. Primeiramente, para que houvesse a
resposta esperada e o Brusatol aumentasse a intensidade de hipernocicepcdo em
comparacao com a Carragenina, precisariamos estar lidando com um cenario onde a
Carragenina promove a inflamacéo e estresse oxidativo, que por sua vez ative a via

Keapl/Nrf2/ARE. O Brusatol, por sua vez, agiria inibindo essa via, e assim, a
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intensidade da hipernocicepcao seria aumentada. De todo modo, ndo podemos
afirmar que esse cenario esteve presente. Entretanto o que podemos sugerir € que, a
dose de Carragenina 25 ug/pata/100uL, Brusatol 30/100 ng/pata/100uL por seis dias
consecutivos, seguida da incisdo cirargica € capaz de promover a sensibilizacdo

nociceptiva pés-incisional persistente.

N&o menos importante, o grupo que recebeu Brusatol 100ng + Salina + Cirurgia
também promoveu a sensibilizacdo nociceptiva pés-incisional persistente. Tendo em
vista que esse grupo nado recebeu o estimulo inflamatério como os outros, e mesmo
assim induziu a persisténcia, pode-se sugerir que ha uma ativacdo basal da via
Keapl/Nrf2/ARE, e quando esta esta inibida, podera causar efeitos deletérios que

facilitam a sensibilizag&o nociceptiva pds-incisional persistente.

Em alternativa, a lesdo da cirurgia também pode ser suficiente para que haja a
ativacdo da via em primeiro momento - ja que ha, inevitavelmente, uma leséo, seguido
do processo inflamatorio e geracdo de EO - e sua inibicdo em segundo momento pelo
Brusatol. Esses dados reafirmam a importancia da via Keap1l/Nrf2/ARE nos processos
inflamatoérios. Ademais, demonstra que para inducdo da sensibilizacdo nociceptiva
pos-incisional persistente a duracédo do estimulo € mais importante que a intensidade
dele, tendo em vista que o protocolo de 3 dias de administracdo de Carragenina 200
Mg ndo foi capaz de induzir a persisténcia, mas o estimulo inflamatério causado pela
cirurgia, ou a atividade basal da via, seguida da administracéo do Brusatol por 6 dias

consecutivos foram eficazes em promove-la.

Essas caracteristicas devem ser exploradas em experimentos adicionais, ja que
as substancias se mostraram interessantes para o estudo da via Keapl/Nrf2/ARE e

dos processos envolvidos na persisténcia do quadro doloroso.

Vale ressaltar que a inciséo cirurgica foi crucial no processo de sensibilizacéo
nociceptiva pos-incisional persistente no grupo que recebeu apenas Carragenina 25
Mg/pata/100pL, ja que, apesar de nao haver um grupo que tenha recebido Carragenina
25 ug/pata/100uL no qual a cirurgia esteja ausente, ha um grupo que recebeu uma
dose maior de Carragenina mas nao recebeu a incisdo cirurgica, e esse nao
apresentou sensibilizacdo nociceptiva pés-incisional persistente. Por analogia, ndo

haveria necessidade de realizar o mesmo controle com a dose de Carragenina 25
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Mg/pata/100uL ja que uma dose maior na auséncia da cirurgia nao apresentou

sensibilizacdo nociceptiva pés-incisional persistente.

E importante ressaltar que ndo ha na literatura dados que mostrem a
administracdo de uma substancia inflamatdria juntamente com um procedimento
cirdrgico para estudar os mecanismos envolvidos na dor cronica pds-operatoria,
tampouco da influéncia da via Keap1l/Nrf2/ARE nesse processo. Nossos resultados
contribuirdo para realizacdo de estudos envolvendo hipernocicepgédo, aguda ou
cronica, além do estudo da dor de outras etiologias de forma segura, mais econémica
e ao menor tempo, permitira a elucidacdo de mecanismos essenciais para evolucao

da prevencao e tratamento da dor.

CONCLUSOES

Confirmando a hip6tese apresentada, nossos dados sugerem que o estimulo
inflamatoério anterior a incisdo cirdrgica facilita a persisténcia do quadro doloroso, e
gue a ativacao da via Keapl/Nrf2/ARE pode ter papel protetor neste quadro. O modelo
de dor pds-incisional persistente foi determinado demonstrando que a administracao
de Carragenina nas patas dos ratos por 6 dias consecutivos, acrescidos do
procedimento cirdrgico no sétimo dia, sdo capazes de promover uma hipernocicep¢ao

persistente, que ndo se alterou nos 30 dias posteriores ao procedimento cirlrgico.

Nossos dados néo permitem concluir sobre o papel da Apigenina no processo
de cronificagdo. Em alternativa, o Brusatol se mostrou eficaz em promover a

sensibilizacdo nociceptiva pés-incisional persistente em todas as doses avaliadas.

A realizacao de experimentos adicionais no qual a Apigenina seja administrada
por 6 dias consecutivos se faz necessaria para que se possa estudar a acéo dela e
caracterizar a sua atuacdo frente a sensibilizacdo nociceptiva poés-incisional
persistente. Além disso, um grupo adicional no qual o Brusatol seja administrado por
seis dias consecutivos na auséncia da Carragenina e da cirurgia se faz necessario
para que se possa verificar a atividade basal da substancia sob a via Keap1/Nrf2/ARE.
Com esse grupo pode-se verificar se havera sensibilizacdo nociceptiva pés-incisional

persistente na auséncia da cirurgia/estimulo inflamatério com Carragenina.
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O modelo de dor crénica pés-operatéria aqui desenvolvido permitird o estudo e
a elucidacao de mecanismos essenciais para evolucéo da prevencao e tratamento da

dor crbnica pos-operatoria em humanos.
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ANEXOS

ANEXO A - Declaracao de aprovacao da Comisséao de ética

| S
Universidade de Brasilia

Instituto de Ciéncias Biolégicas
Comité de Etica no Uso Animal

Brasilia, 19 de margo de 2014.

DECLARACAO

Declaramos que o prO)eto.Intltulado “DESENVOLVIMENTO DE MODELO EXPERIMENTAL PARA O ESTUDO DOS MECANISMOS

} DE CRONIFICAGAO DA DOR POS-OPERATORIA”, UnBDOC n:® 10100/2014, sob responsabilidade da Professora Mani Indiana

‘Funez foi avaliado e aprovado pela Comissdo de Etica no Uso Animal (CEUA) do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da
Universidade de Brasilia,

Prof. Dr. Fernango Pachecy Rodrigues —
Coordenador da CEUAN
<

*Este documents s restinoe & avaliagdo ética do projeto supraciado o ndo substitul utras licencas e permissbes gue porventura s= fagam necesséarias,




ANEXO B - Declaracao de aprovacao da Comisséo de ética complementar

]
Universidade de Brasilia

Instituto de Ciéncias Biolégicas
Comissso

de Etica no Uso Animal

Brasilia, 14 de junho de 2018.

DECLARACAO

Declaramos que o projeto intitulado “ESTUDO DOS MECANISMOS DE CRONIFICAGAO DA DOR POS-INCISIONAL: PAPEL DA VIA KEAP/NRF2.”
Protocolo n.2 53/2018, sob responsabilidade da Professora Mani indiana Funez foi avaliado e aprovado pela Comisséao de Etica
no Uso Animal (CEUA) da Universidade de Brasilia. Este projeto foi aprovado para utilizacao de: Rattus novergicus (170 machos).
A presente aprovacao é valida pelo periodo de: 29/06/2018 a 29/06/2020.

Prof. Dr. Cassio josé da Silva
Coordenador da CEUA - UnB

*Este documento se restringe a avaliacao ética do projeto supracitado e ndo substitui outras licencas e permissdes que porventura se fagam necessarias.
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