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RESUMO

O objetivo do presente estudo foi desenvolver um novo modelo de dor pos-incisional
persistente em ratos e indicar um farmaco que possa ser utilizado para investigar o
possivel papel protetor da via Keapl/Nrf2/elementos de resposta antioxidante na
instalacdo desse quadro. Foram testados trés protocolos de dor pos-incisional
persistente, todos adaptados do modelo de Brennan; Vandermeulen; Gebhart (1996),
evocados por um agente pro-inflamatorio (carragenina) e incisdo. A administracao
intraplantar de diferentes doses de brusatol, inibidor da via Keapl/Nrf2/elementos de
resposta antioxidante, foi testada sobre a sensibilizac&o inflamatoria da carragenina e
a resposta nociceptiva dos animais foi avaliada usando o Von Frey eletronico. Dois
dos trés protocolos testados foram capazes de induzir a persisténcia da
hipernocicepcao, que durou por, pelo menos, 30 dias apés o fim do tratamento. O
anico protocolo que ndo obteve sucesso contava com uma dose maior de carragenina
(200 ug/pata/100uL) por trés dias, enquanto os que desenvolveram a persisténcia
foram sensibilizados por seis dias com uma dose menor (100 ug/pata/100uL). Esse
resultado indica que a duracdo da sensibilizacdo € mais importante do que a
intensidade para a inducéo da persisténcia. O brusatol, em todas as doses testadas,
aumentou a sensibilizacdo gerada pela carragenina, efeito que pode decorrer da
elevacdo do estresse oxidativo pela a inibicdo da via Keapl/Nrf2/elementos de
resposta antioxidante. Dessa forma, o modelo desenvolvido neste trabalho pode ser
utilizado como uma ferramenta para investigacdo dos mecanismos, prevencao e
tratamento da dor crénica pos-operatoria e a investigacao do efeito do brusatol sobre

esse processo de persisténcia pode ser Util para investigar o papel da via do Nrf2.

Palavras-chaves: Dor; Cirurgia; Brusatol; Persistente.



ABSTRACT

The aim of this study was to develop a new rat model of persistent post-incisional pain
and indicate a drug that can be used to investigate the possible protective role of the
Keapl/Nrf2 pathway in the establishment of this persistence. We tested three protocols
of persistent post-incisional pain, all adapted from BRENNAN; VANDERMEULEN;
GEBHART (1996), evoked by a proinflammatory agent (carrageenan) and incision.
The intraplantar administration of different doses of brusatol, an inhibitor of the
Keapl/Nrf2 pathway, was tested on the carrageenan-induced inflammatory pain and
the withdrawal responses were measured using electronic Von Frey. Two of the three
protocols tested were able to induce the persistence of hypernociception,
which lasted for at least 30 days after the end of treatment. The only unsuccessful
protocol included higher dose of carrageenan for three days, while those who
developed persistence were sensitized for six days at a lower dose. This result
indicates that the duration of sensitization is more important than the intensity for the
induction of persistence. The brusatol at all the doses tested increased the
carrageenan-induced sensitization, an effect that may result from the elevation of
oxidative stress by the inhibition of the Keapl/Nrf2 pathway. Thus, the model
developed in this
study can be used as a tool to investigate the mechanisms, prevention and treatment
of chronic postoperative pain and the investigation of the effect of brusatol on this

process may be useful to investigate the role of the Nrf2.

Keywords: Pain; Postoperative; Brusatol; Persistent.
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1 INTRODUCAO

A dor aguda exerce uma funcéo de protecdo a danos teciduais, porém quando
h& uma adaptacdo incorreta gerada por fatores fisiopatoldégicos essa dor pode
cronificar. Apesar de haver alguns pontos em comum, existem diversas manifestagoes
clinicas de dor crénica (KUNER; FLOR, 2016), entre as quais se encontra a dor
cronica pds-operatéria, uma complicacao cirargica grave, que diminui a qualidade de

vida dos pacientes.

A dor crbnica poOs-operatéria é definida como aquela que perdura por trés
meses ou mais apos a cirurgia e que nao apresenta outras causas aparentes, como
infeccdo cronica ou metastase (WERNER; KONGSGAARD, 2014). Apesar de nao
serem esclarecidos por completo, os mecanismos de cronificacdo da dor pos-

operatoria estdo associados a alteracdes a nivel tanto periférico quanto central.

Moléculas que tém demonstrado um importante papel no processamento da
dor crénica inflamatdria e neuropatica, a nivel central e periférico, sdo as espécies
reativas de oxigénio (ERO) (KALLENBORN-GERHARDT et al., 2013). Essas
moléculas contribuem para perpetuar doencas inflamatdrias e resultam em resisténcia
terapéutica e progresséao da patologia (HASSLER; JOHNSON; HULSEBOSCH, 2014).

Um dos mecanismos mais importantes para o controle do estresse oxidativo e
manutencdo da homeostasia é a via Keapl/Nrf2/elementos de resposta antioxidante
(LU et al., 2016), sendo capaz de influenciar a expressdo de mais de 100 genes
relacionados com funcao antioxidante. Assim, a modulacao dessa via tem se tornado
um alvo interessante para o tratamento de diversas doencas, como cancer e doencas
neurodegenerativas, onde também ha atuacdo das espécies reativas de oxigénio
(AHMED et al., 2017).

Entre as substancias capazes de modular os niveis de Nrf2, encontra-se o
brusatol, um quassinoide extraido das partes aéreas da Brucea javanica, planta
tradicionalmente utilizada na medicina chinesa. A inibicdo de Nrf2 induzida pelo
brustol ja foi evidenciada tanto in vitro como in vivo e as possiveis contribuicdes desse
mecanismo a saude vém sendo exploradas (OLAYANJU et al., 2015; REN et al., 2011;
XIANG et al., 2018).

Dessa forma, o estudo do papel da via Keapl/Nrf2/elementos de resposta
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antioxidante no desenvolvimento da dor crénica pos-operatéria pode contribuir para o
esclarecimento de mecanismos moleculares envolvidos na cronificacdo, assim,
possibilitar estratégias para prevencdo e agregar conhecimento a um campo de
pesquisa ainda ndo muito explorado. Nossa hipétese € de que a via
Keapl/Nrf2/elementos de resposta antioxidante tenha papel protetor nesse processo.
Este trabalho faz parte de um projeto maior, vinculado a iniciacdo cientifica e pés-

graduacéo na Faculdade de Ceilandia.

1.1 Reviséao de literatura

As cirurgias sdo um exemplo de situacdo que expde o paciente a chance de
desenvolver dor cronica, pois, por mais bem controladas que sejam, é inevitavelmente
produzido durante o procedimento lesao tecidual, inflamacéo e dor aguda. No Brasil,
somente no ano de 2017, foram realizados 4.566.350 procedimentos cirdrgicos
financiados pelo SUS (MINISTERIO DA SAUDE, 2018).

De acordo com a Sociedade Brasileira para o Estudos da Dor (SBED, 2017),
cerca de 37% da populacao brasileira € acometida por dor crénica, que ndo representa
somente um problema clinico, devido a reducéo da qualidade de vida, mas também
um problema social e econémico. Em alguns paises, o custo do tratamento de dor
cronica € maior do que o tratamento de doencas cardiovasculares (STEYAERT;
LAVAND’HOMME, 2018). Ja a dor crbnica pdés-operatdria demonstra uma incidéncia
gue varia de acordo com o tipo de cirurgia, porém a média é em torno de 10 a 50%
(CHAPMAN; VIERCK, 2017; KRAYCHETE et al., 2016).

Atualmente sdo conhecidos alguns fatores de risco para o desenvolvimento da
dor crénica pés-operatéria, que envolvem questdes pré (stresse, ansiedade, idade,
dor pré-existente), intra (técnica anestésica, extensao da cirurgia, duracéo da cirurgia)
e pos-cirurgicas (manejo da dor pos-operatoria). Estas contribuem para a adogéo de
medidas preventivas (CHAPMAN; VIERCK, 2017), como as intervencbes
farmacoldgicas pré-operatérias, mas nao tém apresentado resultados eficazes na
reducao da incidéncia da cronificacdo (HENSCHKE; KAMPER; MAHER, 2015). Além
disso, a analise de risco antes do procedimento cirdrgico também possui limitacdes

devido a fatores intrinsecos do paciente.
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O mecanismo periférico envolvido na cronificacdo da dor pds-operatoria,
elucidado até o momento, esta relacionado a liberacéo de diversos mediadores pro-
inflamatdrios, como bradicinina, prostaglandinas, histamina, citocinas, 0xido nitrico
(NO) e serotonina, pelo tecido lesado e por células do sistema imune como leucdcitos,
mastocitos, eosindfilos e macréfagos. Esse conjunto de moléculas inflamatérias, por
sua vez, ativa cascatas intracelulares que podem reduzir o limiar nociceptivo
(CHAPMAN; VIERCK, 2017; KRAYCHETE et al., 2016).

Esse processo de sensibilizacdo periférica também tem envolvimento de
terminais nervosos simpaticos pela liberacdo de norepinefina e prostandides. Dessa
forma, a partir de a-adrenoceptores, os eferentes simpaticos se tornam capazes de
ativar fibras nociceptivas (CHAPMAN; VIERCK, 2017).

O envolvimento direto das espécies reativas de oxigénio nesse processo de
cronificacdo da dor pds-operatoria ainda ndo foi relatado. Contudo, percebe-se o
envolvimento do estresse oxidativo nos processos inflamatorios e lesdo tecidual
(MITTAL et al.,2014). ERO séo potentes ativadoras de NF-kB, responsavel pelo
aumento da expressdo de genes associados a agentes pro-inflamatérios que
estimulam a producao e liberacdo de citocinas (como IL-6 e TNF-a) e ativagao de
varias enzimas, dentre outros (MORGAN; LIU, 2011).

O envolvimento das espécies reativas de oxigénio na dor, tanto inflamatéria
guanto neuropdtica, ja foi demonstrado em alguns estudos a partir do efeito
antinociceptivo apresentado em modelos experimentais apds administracdo de
substancias que diminuem as concentracdes enddgenas de ERO, e que niveis
elevados dessas moléculas na medula espinhal s&do suficientes para gerar
comportamento doloroso em roedores (HASSLER; JOHNSON; HULSEBOSCH, 2014;
KALLENBORN-GERHARDT et al., 2013).

Alguns exemplos do envolvimento de ERO com a dor sdo as evidéncias que
indicam que essas moléculas podem contribuir para o desencadeamento e/ou
manutencdo de estados de hipersensibilizacdo neuronal presentes no cancer, no
diabetes mellitus tipo 2 na forma de polineuropatia, além de potencializar o estado

inflamatorio cronico de doencgas neurodegenerativas (VINCENT et al., 2011).

Desta maneira, um ciclo de oxidagao e inflamagé&o exacerbada contribui para

perpetuar doencas inflamatorias, resultando em resisténcia terapéutica e progresséao
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da patologia. Com isso, € possivel indicar a possivel influéncia de ERO na persisténcia

da dor pos-operatoria.

A via Keapl/Nrf2/elementos de resposta antioxidante € um dos principais
mecanismos para o combate ao excesso de ERO e em condi¢des fisioldgicas, o fator
nuclear eritroide 2 (Nrf2) se encontra no citoplasma ligado a um homodimero de Keapl
(Kelch-like ECH-associated protein 1) que intermedeia uma ligacdo com o complexo
Cul3-Rbx1 para degradacéo proteossomal dependente de ubiquitina do Nrf2 (ITOH et
al., 1999; LU et al., 2016). Keap 1 é uma proteina rica em grupamentos tiol, na forma
de multiplos residuos de cisteina altamente reativos, que funciona como uma espécie

de sensor para o estresse oxidativo.

Durante o estresse oxidativo, Keapl € inativado e Nrf2 migra para o nucleo e
forma um complexo com proteinas chamadas sMaf (small musculoaponeurotic
fibrosarcoma), que por sua vez pode se associar aos elementos da resposta
antioxidante (ARE), ou elementos da resposta eletrofilica, e assim iniciar o processo
de transcricdo. Porém, ha outras formas que permitem a dissociacao de Keapl/Nrf2,
como a fosforilacédo por proteinas quinase (HAHN; OLIVEIRA; BOCK, 2017).

Esse mecanismo parece reduzir a intensidade da inflamacdo aguda e impede
a transformacéo das condicdes patoldgicas agudas em doencas cronicas (MA, 2013).
Sendo assim, da mesma maneira que existem evidéncias que indicam o papel de ERO
na dor, ha estudos que ja buscam a modulacdo da via Keapl/Nrf2/elementos de
resposta antioxidante para descoberta de novas formas de tratamento e manejo da

dor.
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Figura 1: Regulac&o da via Keap/Nrf2/ARE. A esquerda é possivel observar como
se da o controle dos niveis de Nrf2 em condicdes normais. A direirta demostra os
possiveis caminhos para a dissociacdo de Nrf2 e sua atuacdo até a transcricdo de
molécula, que visam garantir a homeostasia celular. Fonte: Hahn; Oliveira; Bock
(2017).

Apesar de poucos, existem dados que demonstram que indutores da
sinalizacao da via Keap1/Nrf2/elementos de resposta antioxidante podem apresentar
efeito analgésico no modelo de formalina (estimulo quimico inflamatério) em
camundongos (ROSA et al., 2008). Porém, em relacdo a dor cronica ainda ha uma
lacuna acerca do papel dessa via, sendo, até o momento, somente ligada a condicdes

que envolvem dor crbnica, como neuropatia diabética (NEGI et al., 2011).

1.2 Justificativa

Os estudos voltados a dor cronica, em sua maioria, buscam melhores
abordagens de tratamento, tendo em vista o desafio do controle eficaz desse
problema de saude (GATCHEL et al., 2014). Desta forma, ha um nimero menor de

estudos voltados a prevencgéao, porém uma parcela da populacdo, exposta a condi¢des
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gue podem levar ao desenvolvimento de dor crbnica, se beneficiaria de estudos que

visam identificar um alvo para prevencéao.

Como as medidas atuais para a prevencao do problema explorado por esta
pesquisa nao apresentam o desempenho necessério, a busca por novas formas
preventivas é relevante. O passo inicial para o desenvolvimento dessas novas
medidas de prevencdo é justamente a elucidacdo de mecanismos moleculares e

celulares envolvidos na instalacdo desse tipo de dor.

A realizagdo deste estudo também contribuira para elucidar outros fatores de
risco e protecao da cronificacdo da dor pos-operatdria e assim agregar conhecimento
a um campo de pesquisa ainda ndo muito explorado. O estudo envolvendo o inibidor
de Nrf2 justifica-se por se tratar de dados que ndo estdo descritos na literatura até o
momento e poder contribuir para o desenvolvimento de novos mecanismos de
prevencéao de dor crénica pds-operatdria, tornando assim mais robustos os resultados

encontrados.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Desenvolver um novo modelo de dor pés-incisional persistente em ratos, além
de indicar um farmaco que possa ser utilizado para investigar o possivel papel protetor

da via Keapl/Nrf2/elementos de resposta antioxidante na instalacdo desse quadro.

2.2 Objetivos especificos

- Padronizar de testes e procedimentos do projeto para realizar etapas necessarias a
este trabalho.

- Definir um modelo de dor pés-incisional persistente.

- Realizar curva dose-resposta com um inibidor da via (brusatol) para observar seu

efeito sobre a sensibilizacdo inflamatdria causada pela carragenina.
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3 METODOLOGIA

3.1 Animais

Para os procedimentos experimentais foram utilizados ratos heterogénicos
machos (Rattusnorvegicus), variedade Wistar, com o peso entre 100 g e 300 g. Os
animais foram mantidos no Biotério da Faculdade de Medicina (FM) da Universidade
de Brasilia (UnB), em controle de temperatura na faixa de 20° — 25° C e ciclos claro-
escuro fixos de 12/12 horas. Os animais receberam a dieta padrdo e agua filtrada ad

libitum.

Os protocolos para uso de animais em experimentacdo foram seguidos de
acordo com as “Normas Eticas para Investigagcdes Envolvendo Dor Experimental em
Animais Acordados” (ZIMMERMANN, 1983), com “Diretriz Brasileira para o Cuidado
e a Utilizacdo de Animais para Fins Cientificos e Didaticos” e com as “Diretrizes da
Pratica de Eutanasia” do Conselho Nacional de Controle de Experimentagcdo Animal
(CONCEA) e aplicando os Principios de Russell-Burch (1959) de “Reduction,
Refinement e Replacement” 3R’s. O estudo s6 teve inicio apds aprovacao pela
Comiss&o de Etica no Uso Animal (CEUA), da UnB nGimero 53/2018.

3.2 Padronizacéo

ApOs a capacitacdo de recursos humanos, execucao orcamentaria e obtencéo
de espaco fisico, foi iniciada a padronizacdo do teste comportamental nociceptivo
mecanico (Teste de Von Frey), da sensibilizacdo inflamatéria com carragenina, do
protocolo de anestesia inalatéria e do modelo de dor pés-incisional, tendo como base
0s artigos que descreveram esses testes e modelos.

Para os tratamentos durante todos os experimentos foi utilizado o volume de
100uL/pata e as administracbe feitas por via intraplantar por um pesquisador

indepedente, diferente do que realizava a medida.
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3.2.1 Teste nociceptivo e sensibilizacado inflamatdria com carragenina

Com o intuito de avaliar o limiar nociceptivo dos animais, foi padronizado o
Teste de Von Frey eletrénico (VIVANCOS et al., 2004), no qual os animais séo
acondicionados em caixas de acrilico sendo a parte inferior composta por uma rede
de malha de arame que permite o acesso a pata do animal por meio de uma ponteira
de polipropileno. Por meio da ponteira é possivel impor uma pressao crescente nas
patas traseiras até que seja desencadeada uma reacdo interpretada como
nociceptiva, chamada flinch. Feito isso, o equipamento mensura qual foi a forca em
gramas necessaria para ter a resposta. Os animais antes do inicio das medidas
passavam por uma ambientacdo de 10 minutos e ndo eram manipulados durante os
testes, tendo total liberdade de movimento. Em todos os experimentos foram
realizadas trés medidas similares, que permitem o célculo da média e delta (subtracao
da média apos a intervenc¢do da média basal).

A sensibilizacdo inflamatoria com carragenina também foi padronizada na dose
de 200 pg em um grupo de 10 animais divididos entre o grupo salina e experimental.
A administracdo do farmaco foi feito por via intraplantar e as medidas do limiar
nociceptivo, avaliadas pelo teste de Von Frey, foram realizadas 3 horas apods a

administracdo, pois € o momento de pico da atividade inflamatéria gerada pelo

farmaco.

3.2.2 Defini¢cédo do protocolo de anestesia

Para a realizacao do procedimento cirargico foram testados dois protocolos de
anestesia com meios de inducdo e manutencao diferentes. A técnica anestésica
adequada para dar seguimento aos experimentos foi definida com base na

apresentasse mais seguranca.
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3.2.3 Piloto do modelo de dor pés-incisional

O experimento piloto seguiu 0 modelo de Brennan; Vandermeulen; Gebhart
(1996) quanto ao local da incisdo tamanho do corte e sutura. Visou demonstrar a
capacidade de reproduzir um modelo ja existente e capacitar a equipe para realizacao
do procedimento que consistia inicialmente na administracdo intermuscular de 0,2 mL
terramicina no membro inferior oposto ao que receberia a incisdo. Em seguida, o
animal era posicionado em decubito ventral, a pata traseira exposta e protegida por
um campo cirdrgico estéril, a degermacao e antissepsia da pele foram feitas com

solucdes de clorexidina degermante e alcdolica, respectivamente.

A incisdo da pele, fascia e musculo plantar foi feita com a |amina nimero 11
realizada em sentido longitudinal com cerca de 1 cm, tendo inicio a 0,5 cm do
calcanhar e seguindo em direcdo aos pododactilos, feita sem afetar origem e insercéo
muscular. A hemostasia, sutura com fio nylon nimero (5-0) e higienizardo do corte
com soro fisiologico encerravam o processo. As suturas foram removidas sob
anestesia com isoflurano somente quando a cicatrizacdo era evidenciada por
inspecao visual pela auséncia de edema, eritema e o tecido se encontrava condi¢cdes

similares as anteriores a incisao.

O monitoramento dos animais apds o procedimento foi feito através do
acompanhamento da temperatura e batimentos cardiacos; acompanhamento
observacional das gaiolas nos dias seguintes. Os limiares de hipernocicepc¢éo foram
realizados 2 horas e 24 horas ap6és a cirurgia com o auxilio do teste de Von Frey nos
7 animais que haviam sido divididos no grupo falso-operado (recebeu a mesma dose

de terramicina e foi anestesiado, porém nao pelo procedimento) e experimental.

3.3 Curva dose-resposta do brusatol sobre a sensibilizacdo inflamatoéria

induzida por Carragenina

Foram distribuidos aleatoriamente 25 animais entre os grupos salina, 2
controles carragenina (Diluente do brusatol +Cg 50 pg e Diluente do brusatol +Cg 100
Mg) e 3 doses de brusatol + carragenina 50 pug (7 ug, 20 ug e 60 pg). Todos os

farmacos foram administrados localmente por via intraplantar. No momento To foram
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administradas as diferentes doses do inibidor ou diluente e apos 1 hora a carragenina.
O teste nociceptivo mecanico tive inicio apos transcorridas 3 horas da aplicacéo de

carragenina.

As doses de brusatol foram definidas a partir da converséo de via intraperitonial
para via intraplantar da dose utilizada por REN et al. (2011) em seu estudo. A

solubilizac&o do brusatol por sua vez foi feita com DMSO.

3.4 Modelo de dor pés-incisional persistente

Para avaliar o efeito causado pela inibicdo da via Keapl/Nrf2/elementos de
resposta antioxidante na persisténcia da dor pos-incisional, foi utilizado um modelo
adaptado de Brennan; Vandermeulen; Gebhart (1996). Foram testados 3 protocolos
para se determinar qual era eficaz, todos utilizando carragenina (200 ou 100 yg) como
mediador inflamatério 6 ou 3 dias antes da cirurgia.

3.5 Andlise estatistica

A analise estatistica foi realizada com o auxilio do programa "Graph Pad Prism
7.0, San Diego, EUA". Os resultados foram representados como média + erro padrao
da média (epm) do delta, que consiste na subtracdo da medida apds a intervencao
em relacdo a medida basal, o que reduz erros devido variagcdes individuais. Desta
forma, os resultados indicam a intensidade de sensibilizacdo nociceptiva dos animais,
variando conforme o protocolo experimental. Foram utilizadas a andlise de variancia
de duas vias (two-way ANOVA), de uma via (one-way ANOVA) ou teste t e para se
obter comparacfes pareadas foram realizados testes de comparacdes multiplas de

Tukey. O nivel de significancia estabelecido sera de p<0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 Padronizacao de medidas dos limiares nociceptivos de patas de ratos naive

ou sensibilizadas pelo agente pro-inflamatorio carragenina

O limiar mecéanico de animais naive foi parametro para avaliagcdo da
padronizacao do teste nociceptivo. Os resultados demonstraram pouca variagcédo entre
as medidas realizadas em ambas as patas do mesmo animal e a auséncia de
significancia na comparacao entre as medidas individuais e no conjunto dos dados
(Figura 2 A e B).

Além das medidas em animais naive também foram realizadas medidas apoés
a administracdo do agente proé-inflamatério carragenina na dose de 200 ug, que
permitiu avaliar uma condicdo de hipernocicepcdo. Como esperado, houve diferenca
guando comparou-se 0 grupo carragenina com o grupo salina (p* = <0,05) (Figura 2
C). Assim, estes dados demonstram a capacidade do pesquisador de identificar
respostas dos animais interpretadas como nociceptivas bem como alteragcdes nos

limiares nociceptivos de patas de ratos induzidas pela sensibilizacdo inflamatéria.
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Figura 2: Limiares nociceptivos mecanicos basais de animais naive e
sensibilizados com carragenina 200 pg. Painel A indica as medidas basais em
valores absolutos + epm de ratos wistar, machos, pesando entre 100- 200 gramas
divididos em grupos de 4 animais cada (ANOVA de 1 via p=0,0704). Painel B
representa as médias gerais em valores absolutos = epm das patas de todos os
animais do painel A (Teste t p = 0,3390). Painel C: Indica a intensidade de
hipernocicepgao apds 3 horas da administracdo de Cg 200 pg, o resultado esta
expresso em média do delta + epm de 5 animais (Teste t *p = <0,05).

4.2 Definicdo de parametros da cirurgia

O primeiro protocolo de anestesia testado consistia na indugdo por via
intraperitoneal utilizando-se de acepromazina, em diferentes doses, combinado ao
isoflurano inalatério, administrado em cone nasal. Entretanto, houve substitui¢do, pois
ocorreu uma taxa de mortalidade maior do que a esperada por parada

cardiorespiratoria.

Assim, um segundo protocolo da anestesia inalatoria substituiu o cone nasal
por equipamento para anestesia inalatoria (Bonther) que possibilita a inducdo e

manutencdo da anestesia de forma inalatéria com maior controle das taxas. Nesse
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caso também foi utilizado o isoflurano por se tratar de anestésico amplamente utilizado
na anestesia animal por apresentar menos efeitos toxicos e melhor recuperacéo. Foi
entdo estabelecido a taxa de 6% para inducdo e 4% na mascara para manutencao. A
média do tempo gasto para inducdo foi de 5 minutos e o tempo de recuperarédo
anestésica em torno de 2 minutos. Devido as vantagens, 0s experimentos seguiram
pela inducdo unicamente inalatoria, em geral com uma taxa de inducdo em 6% e
manutencdo em 4%, mas essas taxas eram ajustadas quando necessario devido

variagdes de peso e nivel de estresse.

Figura 3: Organizacdo da mesa cirurgica. Sistema de anestesia composto por
administrador de anestesia, caixa de inducao e cone nasal.

A padronizacdo da cirurgia ocorreu satisfatoriamente em todas as etapas:
diérese, exérese, hemostasia e sintese, como demonstrado na figura 4. A avaliacdo
dos limiares nociceptivos mecéanicos dos animais demonstrou hipernocicepcao
causada pela incisdo significativamente diferente do grupo falso-operado, avaliada 2
e 24 horas apos, sendo mais intensa nas primeiras 2 horas (Figura 5). Este dado esta
de acordo com a literatura (BRENNAN; VANDERMEULEN; GEBHART 1996).
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Fiaura 4: Procedimento cirGraico. A e B) Diérese: rompimento de pele e fascia. C)
Figura 4: Procedimento cirurgico. A e B) Diérese: rompimento de pele e fascia. C)

Exérese: exposicdo do nervo plantar seguida de realizacdo de pequena leséo
utilizando-se de bisturi e D) Sintese (sutura).
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Figura 5: Intensidade de hipernocicep¢gdo mecéanica em resposta a incisdo no
musculo plantar. Eixo Y: Delta do limiar de retirada dos animais em gramas,
representando a intensidade de hipernocicepcdo. Eixo X: representacdo dos
diferentes tratamentos, (grupo controle, falso-operado) e (grupo experimental). *p <
0,05. ANOVA de uma via seguida do teste Tukey. Ratos wistar, machos, pesando
entre 100-250 gramas, n="7.
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4.3 Persisténcia da dor pés-incisional

O primeiro modelo testado se caracterizou pela administracéo intraplantar uma
vez ao dia de 200 pg de carragenina nos 3 dias, que antecederam a incisao, que foi
conduzida em condicfes similares ao descrito por Brennan; Vandermeulen; Gebhart
(1996). Para acompanhar os limiares nociceptivos, que indicariam a persisténcia, foi
medida a terceira hora apos a cada inje¢do de carragenina e 15 dias apos a Ultima
intervencdo. Neste caso as medidas ocorreram diariamente nos primeiros 11 dias e

alternados a partir de entéo.

O segundo protocolo contou com a administracdo de carragenina 100 ug , uma
vez ao dia intraplantar, pelos 6 dias que antecederam a incisdo. As medidas dos
limiares nociceptivos, no entanto, ndo foram feitas apds 3 horas da administracdo do
farmaco, mas sim da basal, ou seja, no dia seguinte a admistracéo e seguiram por 30
dias apos a ultima intervencao, inicialmente diaria (0-8), intercalada (9-15) e, por fim,
esporadica (15-30).

O terceiro protocolo consistia na administragcao de carragenina 100 ug por trés
dias, no quarto era realizada a cirurgia e nos 3 dias seguintes foi administrada
carragenina na mesma dose da anterior. A avaliacdo do limiar nociceptivo seguiu o
mesmo esquema do segundo protocolo e pelo mesmo periodo. O modelo de Brennan;
Vandermeulen; Gebhart (1996) foi simulado como forma de controle, buscando
demosntrar que o grupo s6é com a incisdo, sem mediador pré-inflamatério, ndo
persistisse e a sensibilizacdo inflamatéria gerada realmente permanecesse por 6 dias,

como na referéncia.
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Figura 6: llustracdo dos diferentes protocolos dor poés-insicional persistente
testados. Fonte: Share.icon.net.

O modelo de Brennan; Vandermeulen; Gebhart (1996) reproduzido pelo grupo
apresentou uma hipernocicep¢do mecanica significativa por seis dias, exatamente
como descrito em 1996 (Figura 7 A), que representa o estado de dor aguda pos-

operatéria em humanos.

Entre os 3 modelos de cronificagdo testados, 2 geraram a persisténcia da
hipernocicepcao buscada. Tanto o segundo quanto o terceiro protocolo que contavam
com a administracdo da carragenina 100 ug por 6 dias seguidos e intercalados pela
cirurgia, respectivamente. Ao término do tratamento, geraram quadro de
hipernocicep¢do mecanica persistente que permaneceu por até 30 dias (*p < 0,05)
(Figura 7 C e D).

Nestes dois protocolos de sensibilizacéo, a diferenca significativa dos limiares
em relacdo ao grupo salina so ocorreu apos o terceiro dia de tratamento. Ao longo do

tratamento a diferenca aumentou, alcangando o pico no ultimo dia (dia 0). Essa fase
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de aumento da hipernocicep¢do mecanica durante o tratamento representa o periodo
de instalacédo da hipernocicepcao persistente. Ja os 30 dias seguintes ao término do

tratamento representam a fase de manutencéo.

Para o primeiro protocolo testado, com 3 dias de administracao de carragenina
200 ug, a hipernocicep¢do mecanica induzida durou somente 5 dias ap6s o ultimo
tratamento. Ao sexto dia, os limiares nociceptivos das patas dos animais
apresentavam valores similares ao grupo controle. Apesar da dose de mediador
inflamatoério ser maior (200 ug), o numero de dias de tratamento era menor (Figura 7
B).

Ao longo dos dias, o delta do limiar do grupo controle se tornou negativo (Figura
7 A, C e D), associamos esse fenbmeno ao aumento de peso dos animais durante o
experimento, pois é esperado o aumento do limiar nociceptivo com o0 aumento do peso
(Figura 7 E). Durante os dias avaliados, ndo houve diferenca significativa no peso dos
diferentes grupos, contudo em todo o processo houve em média um aumento de peso
de 180 g.
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Figura 7: Protocolos testados para inducdo de sensibilizacdo persistente pos-
incisional. Eixo Y: indica a forca em gramas aplicada nas patas dos ratos necesséria
para que cada animal apresentasse resposta caracterizada como nociceptiva. Eixo X:
Dias de tratamento (< 0) e dias de acompanhamento (> 0). Painéis A — D indicam o
delta £ epm de ratos wistar, machos, pesando entre 100-300 gramas, n= 21. Painel
A: Reproducédo do modelo de Brennan et al. (1996), com a administracao de salina
por seis dias via intraplantar e incisdo na pele, fascia e musculo planar ao sétimo dia.
Manutencéo da hipernocicep¢ado mecanica por 6 dias *p = <0,05; Painel B: Protocolo
com 3 dias de administragdo de Cg 200 ug intraplantar e cirurgia ao quarto dia.
Manutencdo da hipernocicepcdo mecanica por 5 dias pos-tratamento *p = <0,05;
Painel C: Protocolo com 6 dias de administragcao de Cg 100 ug intraplantar e cirurgia
ao sétimo dia. Manutencao da hipernocicep¢édo mecanica por 30 dias pos-tratamento
*p =<0,05; Painel D: Protocolo com 6 dias de administragao de Cg 100 ug intraplantar
intercalado ao quarto dia com a cirurgia. Manutencdo da hipernocicep¢do mecanica
por 30 dias pds-tratamento *p = <0,05. ANOVA de duas vias seguida do teste Tukey.
Painéis E: indica o peso em gramas ao longo do tempo dos grupos que compunham
0s protocolos de cronificacao.
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4.4 Brusatol aumenta a sensibilizacdo mecéanica induzida pela carragenina

O Dbrusatol, em todas as doses testadas (7, 20 e 60 pg), elevou
significativamente a sensibilizagcdo mecénica gerada pela carragenina 50 ug (*p =
<0,05) a niveis superiores aos gerados com o dobro da dose de carragenina (100 ug).
No entanto, as diferentes doses de brusatol ndo apresentaram diferencas entre elas
(Figura 8).
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Figura 8: Curva dose-resposta do brusatol na presenca de Carragenina em baixa
dose. Eixo Y: delta do limiar de retirada dos animais em gramas, representando a
intensidade de hipernocicepcao. Eixo X: representacéo dos diferentes tratamentos.
*p= <0,05 do grupo Cg 50 pg comparado aos grupos que receberam brusatol. Grupo
Cg 50 ug foi estatisticamente diferente do grupo salina (*p= <0,05). ANOVA de uma
via seguida do teste Tukey. n= 25 animais.
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5 DISCUSSAO

O presente estudo contou com a padronizacdo de testes comportamentais
nociceptivos, protocolo de anestesia e modelo de dor pds-incisional aguda.
Descreveu um novo modelo de dor pés-incisional persistente em ratos e demostrou o
aumento da sensibilizacdo inflamatéria induzida por carragenina pelo brusatol, um

inibidor da via Keap1/Nrf2/elementos de resposta antioxidante.

A padronizacdo com o aperfeicoamento de modelos animais e testes aplicados
alcancados neste trabalho contribui para aumentar o rigor dos métodos utilizados e,
assim, produzir dados confiaveis e reprodutiveis, buscando mimetizar ao maximo as
mesmas condigbes dos humanos e diminuir a lacuna entre estudos pré-clinicos e
clinicos. Além de contribuir para o desenvolvimento de uma linha de pesquisa que
visa elucidar mecanismos de protecdo e de risco para a cronificacdo da dor pods-
operatoria, acrescenta-se conhecimento cientifico a uma lacuna na area de pesquisa

basica em dor.

A padronizacdo também auxiliou para aplicacdo do principios dos 3 R’s,
Reduction, Refinement e Replacement (RUSSELL; BURCH, 1959), pois permitiu que
com um reduzido numero de animais fosse alcancado volume significativo de
resultados, com intervalos adequados entre os experimentos. Garantiu também a
utilizacdo de técnicas precisas para a experimentacdo animal relacionada a dor e a
capacitacdo adequada dos alunos antes da realizagdo dos experimentos, que
proporcionam um maior bem-estar do animal e reducdo do numero de animais

necessarios.

Os protocolos de dor pés-operatéria persistente desenvolvidos nesse trabalho
tiveram como base o estudo de Brennan; Vandermeulen; Gebhart (1996), que por
meio de uma incisdo longitudinal de cerca de 1 centimetro na pele, fascia e masculo
plantar da pata traseira de ratos estabeleceram um modelo de dor pés-incisional. Este
processo gerou hipernocicepcdo mecanica por seis dias e pode contribuir para

elucidacé&o de mecanismos e tratamentos envolvendo a dor pés-operatoria aguda.

Os modelos de sensibilizagdo mécanica peristente induzida por mediadores

inflamatorios e substancias hiperalgésicas também influenciaram o desenho
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experimental dos protocolos testados nesse trabalho. A administracdo de
prostaglandina E2 (PGE2) por quatorze dias na dose de 100ng/50mL/pata leva a
persisténcia do quadro hipernociceptivo, com reducédo do limiares nociceptivos por no
minimo 30 dias, efeito ndo observado com a admistracdo da mesma substancia e na
mesma dose por um, trés ou sete dias (FERREIRA; LORENZETTI; DE CAMPOS,
1990; FUNEZ, 2008). A dopamina e isoprenalina administradas por duas semanas
também apresentam efeitos semelhantes aos promovidos pela PGE2 (FERREIRA;
LORENZETTI; DE CAMPOS, 1990).

Os modelos desenvolvidos nesse trabalho mesclaram os dois tipos de
sensibilizacdo descritos acima, incisional e inflamatéria e obteve-se sucesso na
instalacdo de um quadro de hipernocicepcdo mécanica persiste pos-incisional. Que
teve inicio a partir do terceito dia de tratamento e se manteve por 30 dias ap0s o fim

do mesmao.

Um notavel dado observado a partir dos protocolos testados foi que o estimulo
menos intenso (dose menor), contudo mais duradouro, do estimulo inflamatério € mais
eficaz para inducdo da persisténcia do que uma dose maior por menos dias de
administracdo. Como citado acima, outros modelos envolvendo estimulos
inflamatérios como mediador para gerar uma sensibilizacao persistente contaram com
um tratamento de 14 dias para serem eficazes, como no caso da PGEz, dopamina e
isoprenalina (FERREIRA; LORENZETTI; DE CAMPOS, 1990; FUNEZ, 2008). Desta
forma, esse achado pode indicar que a duracdo do estimulo/inflamacdo é mais

relevante do que a intensidade para a inducao da hipernocicepc¢ao persistente.

A dor pré-operatéria € um fator de risco relevante para a pesisténcia da dor
pdés-operatoria em humanos, assim como o controle da dor apdés o procedimento
cirurgico (CHAPMAN; VIERCK, 2017; KRAYCHETE et al., 2016). Os protocolos de
inducdo da sensibiizacdo persistente pos-incisional apresentados neste trabalho
dispunham de uma condicdo dolorosa por seis ou trés dias anteriores a incisdo. Um
dos protocolos também continha uma sensibilizacdo apds o procedimento cirurgico.
Dessa forma, € possivel mimetizar casos de existéncia prévia de processo inflamatério
e consequentemente dor no tecido a ser operado e casos que nao possuem um

manejo adequado da dor pos-operatoria ou ainda sua ma resolucao.
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Como os protocolos testados que induziram a persisténcia da hipernocicepcao
demonstraram a fase de inducdo e manutencédo de forma bem definida, eles podem
ser utilizados para elucidagdo dos mecanismos envolvidos em cada uma dessas
fases, assim como para avaliar o efeito da administracdo de farmacos nas diferentes
etapas. Assim, poderdo auxiliar em estudos que buscam elucidar os mecanismos
envolvidos na inducédo dor crénica pos-operatoria e, entdo, identificar possiveis alvos

de atuacao para prevencao.

As doses de carragenina entre os protocolos de dor pds-incisional persistente
foram alteradas devido a investigacao da hipernocicepcao térmica. A dose de 200 ug
foi adotada inicialmente com o objetivo de se trabalhar com o teste de Hargreaves
para avaliacao da sensibilizacao nociceptiva térmica, contudo os resultados indicaram
sua auséncia (dados ndo demonstrados e nédo publicados FUNEZ et al., 2018).
Portanto, para os protocolos testados 0s animais ndo apresentaram hipernocicepcéo
térmica. Em consideracdo ao bem-estar animal e o principio dos 3 R’s nos protocolos
seguintes a dose de carragenina foi diminuida pela metade e investigado somente o
limiar mecanico, tendo em vista que € possivel estudar tal fenbmeno com doses mais

baixas de carragenina.

Em relagcdo ao brusatol, diversos estudos ja confirmaram a inibicdo de Nrf2
induzida por esse quassinoide tanto in vitro como in vivo (OLAYANJU et al., 2015;
REN et al., 2011; XIANG et al., 2018). Esta molécula vem sendo estudada
principalmente com relacdo a resisténcia a quimioterapia influenciada por Nrf2,
reduzindo assim o crescimento tumoral, e sendo uma alternativa de adjuvante para

sensibilizacdo de células tumorais a quimioterapia (J.P. et al., 2017; REN et al., 2011).

O aumento da producdo de espécies reativas de oxigénio pela administracédo
de carragenia em diferentes tecidos, como liquido peritoneal de camundongo e
medula espinhal de ratos, ja foi evidenciado anteriormente (BARTH et al.,, 2016;
LAURO et al.,, 2016). Desta forma, a intensificacdo da sensibilizacdo inflamatéria
gerada pelo brusatol sobre a carragenina, quando administrada em baixa dose,
observada no presente estudo pode estar associada ao seu mecanismo de inibicao

da via Keapl/Nrf2/elementos de resposta antioxidante.

A relacdo entre o aumento do nivel de ERO com o aumento da hiperalgesia

também ja foi avaliada. Lauro et al. (2016) estudaram a hiperalgesia térmica e o
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estresse oxidativo gerados pela carragenina, avaliando o efeito de um tratamento
prévio com Idebenona, um anélogo sintético da coenzima Q10, associado a HP- 3 -
cyclodextrinas. A carragenina aumentou significativamente a hiperalgesia térmica e
0s niveis de producdo de Malondialdeido (MDA), e a Idebenona + HP-j-

cyclodextrinas nas doses de 5 mg/Kg e 10 mg/Kg reduziu significativamente a
hiperalgesia entre a 32 de a 62 hora apos a sensibilizacéo inflamatoria, assim como a

producédo de MDA nesse mesmo periodo.

Na hiperalgesia causada pelo CFA (Complete Freund's Adjuvante) também foi
demonstrada a participacdo de ERO, utilizando os testes de placa quente para
sensibilizacdo e 2',7' diacetato de diclorofluoresceina por citometria para analise de
estresse oxidativo. Foi demonstrado que a hiperalgesia gerada pelo CFA coincidia
com o aumento do estresse oxidativo e a utilizacdo de uma substancia com acao
antioxidante, o resveratrol, o que levou a reducéo significativa dos dois parametros
por até 48 horas (SINGH; VINAYAK, 2017).

Esses estudos reforcam a possibilidade de que o efeito observado para o
brusatol sobre baixa dose de carragenina neste estudo decorre da elevacdo do
estresse oxidativo devido a inibicdo de um dos principais mecanismos de seu controle,
via Keapl/Nrf2/elementos de resposta antioxidante. Apesar das diferentes doses do
brusatol ndo apresentarem diferenca significativa entre si, ndo podemos excluir a
possibilidade das doses testadas ainda serem altas e por isso a diferenca nao ser

evidenciada no teste comportamental.

Portanto, a investigacdo do efeito do brusatol sobre um dos protocolos de dor
pés-incisional persistente padronizados nesse trabalho pode auxiliar no entendimento
do papel da via Keapl/Nrf2/elementos de resposta antioxidante e do estresse

oxidativo para a persisténcia de condi¢des dolorosas.

As limitagcbes desse trabalho consistem em né&o ter sido avaliado o efeito da
administragcdo da carragenina por seis dias, sem incisdo. Este seria um dado
importante tendo em vista que outros estudos ja demostraram que a manutencéo de
uma sensibilizacdo com mediadores inflamatorios gera hipernocicepcéo persistente
(FERREIRA; LORENZETTI; DE CAMPOS, 1990; FUNEZ, 2008). Acreditamos que
nao ocorrera a persisténcia do quadro, pois, como mencionado anteriormente,

estudos mostram que a administracao por 7 dias de mediadores inflamatorios nao é
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capaz de induzi-la. No entanto, € um controle importante a ser realizado, pois assim,
seria possivel confirmar que a incisao teve um papel fundamental para a persisténcia

desenvolvida em nossos modelos.

J& com relacdo ao brusatol, a realizacdo de testes moleculares como PCR e
Western blot para quantificacdo do Nrf2 e seu mRNA, assim como avaliar o nivel de
estresse oxidativo e marcadores inflamatorios, poderiam contribuir para nossa
hipétese de que a hipernocicepc¢éo gerada pelo brusatol sobre a carragenina envolve

o aumento de ERO e inibicdo da via Keapl/Nrf2/elementos de resposta antioxidante.

A auséncia de laboratérios para o desenvolvimento da pesquisa no campus da
Ceilandia, sendo necessério estabelecer parcerias intra e inter institucionais, sem
garantia de instalagdo fixa, a inconstancia no fornecimento de animais por diferentes
instituicdes e atrasos para a liberacdo dos recursos por agéncias de fomento, foram
algumas das dificuldades encontradas para a realizacdo desse trabalho, mas que

puderam ser superadas diante do suporte dos diversos profissionais envolvidos.
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6 CONCLUSAO

A padronizacdo de modelo e testes comportamentais proposta por este
trabalho foi alcancada e contribuird para realizagdo de estudos envolvendo
hipernocicepc¢éo, ndo somente pos-operatdria persistente, mas de diversas naturezas
com resultados confiaveis, utilizando um ndmero menor de animais e,
consequentemente, em menor tempo e custo. Além disso, houve uma contribuicdo
para a capacitacao do aluno que teve a oportunidade de conhecer e colaborar para o

desenvolvimento de uma linha de pesquisa.

Este estudo também permitiu a descricdo de dois novos protocolos de dor pés-
operatoria persistente em patas de ratos gerada por meio de incisdo e injecdes de
agente proé-inflamatério. A hipersensibilidade mecéanica nos dois protocolos durou pelo
menos 30 dias apos o término do tratamento e pode ser utilizada como uma
ferramenta para investigagéo dos mecanismos, prevencgao e tratamento da dor crénica

pds-operatoria.

O brusatol apresentou efeito biolégico ao aumentar a sensibilizacdo
inflamatoria promovida pela carragenina, efeito que pode estar asossiado a inibicao
da via Keapl/Nrf2/elementos de resposta antioxidante e aumento dos niveis de ERO.
Portanto, o brusatol pode ser um interessante farmaco para averiguacao do papel da
via Keapl/Nrf2/elementos de resposta antioxidante na persistencia da dor pés-

incisional.
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ANEXOS

Anexo A - Declaracdo de aprovacéo do projeto pela Comisséo de Etica no Uso Animal
(CEUA).

-]
Universidade de Brasilia

Instituto de Ciénclas Bloldgicas
Comissdo de Etica no Uso Animoal

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.? 53/2018, sob responsabilidade da Professora Mani Indiana Funez foi avaliado e aprovado pela Comissao 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.
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*Este documento se restringe a avaliagio ética do projeto supracitade e ndo substitui outras licengas e permissdes gue porventura se facam necessarias.




