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RESUMO

Dor e diminuicdo do tempo de sono sédo problemas de saude publica que
possuem relacdo causal bidirecional. Dados clinicos e experimentais apontam que a
auséncia de sono adequado aumenta a sensibilidade a dor. Um trabalho recente do
laboratorio utilizou-se de um modelo animal de hiperalgesia crbnica, no qual ratos
Wistar sdo submetidos a um periodo de 14 dias de inje¢cdes de PGE-z, resultando na
diminuicao do limiar nociceptivo, caracterizada como hiperalgesia, que se cronifica e
permanece mesmo apds a interrupcdo das injecdes. Manipulacdes capazes de
facilitar a cronificacdo reduzem para sete o numero de injecdes diarias de PGE:2
necessarias para induzir hiperalgesia crénica. Com isso, a hipétese inicial do
trabalho era de que a restricdo de sono (RS) atuaria como facilitadora. Contrariando
essa hipotese, o quadro de hiperalgesia cronica nédo foi estabelecido. Ndo obstante,
apOs os animais retornarem aos valores nociceptivos basais, uma nova injecéo de
PGE: foi administrada. Surpreendentemente, esses animais que foram submetidos a
RS e a sete injecdes de PGE2 ndo desenvolveram hiperalgesia ap6s a administracédo
de PGE2, mesmo apos 14 inje¢bes, 0 que sugere que RS associada a condi¢cbes
inflamatorias pode induzir um efeito protetor no desenvolvimento da dor crénica. O
presente estudo demonstrou que o efeito protetor pode estar relacionado a
hipofuncdo da atividade dopaminérgica mesolimbica. Foi observado que o aumento
sistémico de dopamina induzido pela administragdo de Prolopa aboliu o efeito
protetor de 14 dias de RS + 7 dias de PGE2. Além disso, o aumento da
disponibilidade de dopamina no Nucleo Accumbens, induzido pela administracéo
intra-NAc de GBR (um inibidor seletio da recaptacdo de dopamina), também aboliu o
efeito protetor de 14 dias de RS + 7 dias de PGE:z. Esses s&o os primeiros dados na
literatura que demonstram que o desenvolvimento da dor crbnica pode ser prevenido
por manipulacdes fisioldgicas e sugerem um possivel mecanismo para este
fendbmeno. Evidentemente, esses dados trazem a luz uma importante ferramenta

para o entendimento do processo de cronificacéo da dor.

Palavras-chave: Dor cronica; Nocicepcao; Restricdo de sono; Prostaglandina

E2; Dopamina; Sistema mesolimbico.



ABSTRACT

Pain and reduction of sleep time are public health problems that have a
bidirectional causal relationship. Clinical and experimental data point out that
inadequate sleep increases pain sensitivity. A recent study from our laboratory used
a chronic hyperalgesia animal model in which Wistar rats are submitted to a period of
14 days of PGE: injections, resulting in the reduction of the nociceptive threshold,
defined as hyperalgesia, which becomes chronic and remains even after the
injections are ceased. Manipulations capable of facilitating chronicity reduce the
number of daily PGE: injections needed to induce chronic hyperalgesia to seven.
Thus, the initial hypothesis of the work was that sleep restriction (SR) would act as a
facilitator. Contrary to this hypothesis, the state of chronic hyperalgesia has not been
established. However, after the animals returned to baseline nociceptive values, a
new injection of PGE2 was administered. Surprisingly, those animals that underwent
SR and seven PGE: injections did not develop hyperalgesia after PGE:2
administration, even after 14 injections, suggesting that SR associated with
inflammatory conditions may induce a protective effect on the development of chronic
pain. The present study demonstrated that the protective effect may be related to the
hypofunction of mesolimbic dopaminergic activity. It was observed that the systemic
increase in dopamine induced by the administration of Prolopa abolished the
protective effect of 14 days of SR + 7 days of PGE2. Furthermore, the increased
availability of dopamine in Nucleus Accumbens, induced by intra-NAc administration
of GBR (a selective dopamine reuptake inhibitor), also abolished the protective effect
of 14 days of SR + 7 days of PGE2.These are the first data in the literature to
demonstrate that the development of chronic pain can be prevented by physiological
manipulations and suggest a possible mechanism for this phenomenon. Evidently,

these data bring to light an important tool for understanding the chronic pain process.

Key-words: Chronic pain. Nociception. Sleep restriction. Prostaglandin Eo.
Dopamine. Mesolimbic system.
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1 INTRODUCAO

Disturbios de sono e condi¢Bes de dor persistentes sédo problemas de saude
publica mundiais (ARTNER et al.,, 2013; KIM et al.,, 2015). De acordo com a
International Association for the Study of Pain (IASP), quando a dor se estende por
mais de trés meses, estando presente na maioria dos dias, é descrita clinicamente
como dor crénica (TREEDE, 2019). O tratamento de dores crbnicas é um desafio,
visto que medicamentos comumente utilizados para o tratamento de dor aguda,
como opidides, antiinflamatérios néo esteroidais (AINES) e acetaminofeno
(paracetamol) sdo pouco eficazes para esse tipo de condicdo (KREBS et al., 2018),
especialmente devido aos efeitos colaterais associados ao uso prolongado desses
farmacos (CARTER et al., 2014). Esta bem claro na literatura que existe uma relacéao
bidirecional entre dor e sono. De forma que a escassez de sono aumenta o risco de
desenvolvimento de dores persistentes e dores persistentes reduzem a qualidade
(KARAMAN et al., 2014; SRIBASTAV et al, 2017) e o tempo (HERRERO
BABILLONI et al., 2019) de sono. Dados clinicos também apontam que disturbios de
sono estdo presentes em até 88% dos pacientes com dor crénica (MORIN et al.,
2006; CHEATLE et al., 2016) e pelo menos 50% dos individuos com insénia sofrem
de dor cronica (TAYLOR et al., 2007). De fato, trabalhos recentes do nosso
laboratério mostram que a privagdo de sono aumenta a sensibilidade a dor em ratos
(SARDI et al.,2018a; SARDI et al., 2018b). O entendimento dos mecanismos pelos
quais o prejuizo de sono afeta a dor é essencial para incentivar o desenvolvimento
de novas drogas e intervencdes comportamentais que impactariam o manejo clinico
e, de modo geral, a saude publica e a prevencao da dor.

Nosso conhecimento sobre como a deficiéncia de sono afeta a dor tém
avancado significativamente nos ultimos anos. Diversos modelos experimentais de
privacdo ou restricdo de sono tém sido usados para demonstrar que 0 Sono
insuficiente reduz o limiar nociceptivo (TOMIM et al., 2016; SARDI et al., 2018a;
KRAUSE et al., 2019) e aumenta a dor ja existente (CHEATLE et al., 2016; TOMIM
et al., 2016). Os mecanismos por tras desse efeito prd-nociceptivo sdo pouco
compreendidos e aparentemente envolvem Varios sistemas de neurotransmissores e
regioes encefalicas (SARDI et al., 2018a; SARDI et al., 2018b; HAACK et al., 2019).

Ha evidéncias, ainda, de o que sono insuficiente € um fator que resulta em
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anormalidades no funcionamento de mecanismos de modulacdo enddgena da dor
(TOMIM et al., 2016; HAACK et al., 2019). Por exemplo, resultados de um estudo do
nosso laboratério sugerem que o efeito pré-nociceptivo da restricdo de sono é
dependente da alteracdo no funcionamento do mais conhecido sistema de
modulacdo da dor, o sistema descendente PAG-RVM (Substancia Cinzenta
Periaguedutal-Bulbo Rostroventral) (TOMIM et al., 2016). De fato, disfuncdes dos
sistemas de inibicdo da dor sdo mais prevalentes em individuos com insénia do que
em individuos sem disturbios de sono (HAACK et al.,, 2012). Ademais, diversas
regides do cérebro que participam de mecanismos de modulacdo da dor também
atuam na regulacédo do ciclo de sono e vigilia, dentre elas a Substancia Cinzenta
Periaquedutal (PAG) e o Nucleo Accumbens (NAc) (ZHANG et al., 2013; OSSIPOV,
MORIMURA e PORRECA, 2014; HARRIS e PENG, 2019).

O componente afetivo da dor ja foi apontado como um fator mais importante
na experiéncia da dor crénica do que mecanismos nociceptivos (MANSOUR et al.,
2014). O componente afetivo da dor depende especialmente do sistema limbico, um
conjunto de estruturas corticais e subcorticais interligadas morfologicamente e
funcionalmente relacionadas a emocao, ao aprendizado (MACHADO e HAERTEL,
2013) e a comportamentos motivados (SERAFINI, PRYCE e ZACHARIOU, 2019). O
Nucleo Accumbens (NAc), uma das estruturas que compdem o sistema limbico, e o
Cértex Pré-Frontal (PFC), recebem projecbes dopaminérgicas do mesencéfalo a
partir da Area Tegmentar Ventral (VTA). Tais projecbes constituem a via
dopaminérgica mesocorticolimbica, responsavel por respostas de motivacdo e
prazer no encéfalo (sistema de recompensa) (SERAFINI, PRYCE e ZACHARIOU,
2019). Além de suas funcdes classicas, evidéncias recentes apontam para um
envolvimento da via dopaminérgica mesolimbica na modulacdo da dor aguda e
cronica (DIAS et al., 2015; SARDI et al.,, 2018a; SARDI et al., 2018b; SERAFINI,
PRYCE e ZACHARIOU, 2019; VERGARA et al., 2020)

A participacdo da via dopaminérgica mesolimbica tanto em mecanismos de
modulagdo da dor (DIAS et al.,, 2015; SARDI et al., 2018a; SARDI et al., 2018b;
SERAFINI, PRYCE e ZACHARIOU, 2019; VERGARA et al.,, 2020) quanto de
regulacdo do ciclo sono-vigilia (ZHANG et al., 2013; OSSIPOV, MORIMURA e
PORRECA, 2014; HARRIS e PENG, 2019) também sugere uma relacdo entre os
dois processos. Essa hipétese é reforcada por resultados do nosso laboratério que
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demonstram que a privacdo de sono REM (Rapid Eye Movement) ou a restricao
cronica de sono induz aumento da resposta nociceptiva de forma dependente do
NAc (SARDI et al., 2018a; SARDI et al., 2018b). Além disso, o efeito pré-nociceptivo
da privacdo de sono REM depende da reducédo da atividade de receptores D2 no
NAc (SARDI et al., 2018b).

Tanto a dor fisiolégica quanto a dor crénica estao intimamente relacionadas
com a atividade da dopamina no sistema mesolimbico. No entanto, essa relacdo
apresenta carater duplo: em individuos saudaveis, um estimulo nocivo induz a
liberacdo de dopamina como mecanismo motivador, mas em individuos com dor
cronica, observa-se uma reducédo dos niveis de dopamina (TAYLOR et al., 2016).
Ndo obstante, resultados do nosso laboratério colaboram com a ideia de que a
transicdo da dor aguda para dor crénica depende da atividade dopaminérgica no
sistema mesolimbico, visto que a lesdo de neurbnios dopaminérgicos da Area
Tegmentar Ventral (VTA) abole a cronificacdo da dor em ratos, mas uma vez que a
dor tenha se tornado cronica, tal lesdo ndo mais a afeta (VERGARA et al., 2020). De
fato, o bloqueio de receptores D2 no NAc também abole a cronificagdo da dor (DIAS
et al., 2015) e conforme a dor progride do quadro agudo para o crénico em modelo
animal de hiperalgesia cronica, os niveis de dopamina no NAc sofrem reducao
(VERGARA et al., 2020). Esses achados indicam um papel complexo da dopamina
mesolimbica na dor crdnica, em que a cronificacdo da dor depende da ativacdo de
vias dopaminérgicas no sistema mesolimbico mas, apos estabelecida, a dor cronica
estd relacionada a uma reducdo dessa ativacdo. Contudo, 0S mecanismos
responsaveis pela associacao entre a dopamina e cronificacdo da dor e o estado de
dor cronica permanecem desconhecidos.

Embora seja claro que a diminuicdo do tempo ou da qualidade do sono
aumenta a dor, ainda néo foi identificada uma relacdo causal direta entre disturbios
do sono e aumento no risco de desenvolver dor cronica, haja vista a dificuldade de
isola-los de fatores psicossociais e comorbidades (CHOY, 2015; CREED, 2020).
Portanto, em um trabalho anterior de nosso laboratério (PESCADOR, 2019)
levantamos a hipotese de que um periodo relativamente longo de restricdo de sono
poderia facilitar o processo de cronificagdo da dor em animais. Para testar essa
hipotese utilizamos o modelo desenvolvido por Ferreira e colaboradores em que

ratos Wistar submetidos a injecdes diarias de PGE:2 na pata traseira durante 14 dias
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(fase de inducéo da hiperalgesia persistente) entram em um quadro de hiperalgesia
cronica, que perdura por no minimo 30 dias sem qualquer intervencao adicional
(fase de manutencdo) (FERREIRA; LORENZETTI; DE CAMPOS, 1990). A
hiperalgesia se caracteriza pelo aumento da resposta nociceptiva (PURVES et al.,
2001), é um fendmeno comum a todas as dores inflamatérias e a grande parte das
dores neuropaticas (COSTIGAN et al., 2009). Experimentalmente se verifica pela
reducao do limiar nociceptivo a diferentes tipos de estimulos, como 0s mecanicos.
Nesse modelo, se as inje¢Bes didrias de PGE: forem associadas a uma
intervencao que facilita a cronificacdo da dor, apenas 7 dias de injecdo de PGE2 sdo
suficientes para induzir hiperalgesia crbnica, ou seja, reducdo cronica do limiar
nociceptivo mecanico (DIAS et al., 2015). Entdo privamos os animais de sono por 6
horas diarias durante os 7 dias de injecbes de PGE2, esperando que a associacao
entre restricdo de sono e 7 dias de injecfes de PGE: fosse suficiente para induzir
hiperalgesia crénica. Contrariando nossa hipotese, a restricdo de sono nao facilitou a
cronificacdo e o0s animais rapidamente retornaram ao limiar nociceptivo basal.
Insistimos na hipétese, aumentando para 14 os dias de RS com injecfes diarias de
PGE2 nos Ultimos 7 dias. Mais uma vez, foi observado que os animais nao
desenvolveram dor cronica, refutando nossa hipotese de que a RS atuaria como

facilitadora do processo de cronificacdo da dor (Figura 1A).
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Gréfico 1A — Efeito pré-nociceptivo induzido pela associacdo entre 14 dias de RS e
injecdes diarias de PGE, durante os 7 dias finais. A associacdo entre restricdo de sono (RS) e
PGE: durante 7 dias ndo induz hiperalgesia crdnica, embora tenha retardado o retorno ao limiar
nociceptivo basal. O simbolo “*” indica reducéo significativa do limiar nociceptivo em comparagéo ao
grupo que recebeu injecdo salina (ANOVA de duas vias de medidas repetidas, seguida pelo teste de
Tukey, p<0,05).

Fonte: Pescador e colaboradores, 2019.

Mas um dado surpreendente foi obtido a partir desses animais, quando eles
retornaram ao limiar nociceptivo basal, administramos novamente PGE: e esses
animais ndo respondem mais a novas injecdes de PGE2. Aparentemente eles se
tornam resistentes ao desenvolvimento da hiperalgesia aguda e cronica, pois seu
limiar nociceptivo ndo reduz mesmo apés 14 dias de injecbes de PGE: (o suficiente

para induzir hiperalgesia crénica em animais controle) (Figura 1B).
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Gréfico 1B — Efeito persistente da PGE; em animais previamente expostos a RS durante
14 dias associada a injec6es diérias de PGE; durante os ultimos 7 dias. Assim que cada grupo
retornou ao limiar basal apés a associacdo de 14 dias de RS com 7 injecdes diarias de PGEz, as
injecdes diarias de PGE: foram reiniciadas e mantidas por um periodo de 14 dias. O simbolo “*”
indica limiar nociceptivo significativamente menor quando comparado ao grupo NaCl (0,9% s.c.); o
simbolo “+” indica limiar significativamente menor quando comparado ao grupo previamente exposto
a RS + PGEz (100ng s.c.); o simbolo “#” indica limiar significativamente menor quando comparado ao
grupo previamente exposto apenas a RS (ANOVA de duas vias de medidas repetidas, seguidas pelo
teste de Tukey p<0,05).

Fonte: Pescador e colaboradores, 2019.

Portanto, apesar das evidéncias de que a falta de sono aumenta a dor, esses
dados (PESCADOR, 2019) sugerem que a restricdo de sono néo facilita o processo
de cronificagédo da dor, e, paradoxalmente, que a associagao entre restricdo de sono
e estimulacdo nociceptiva (PGE2) induz um efeito protetor, impedindo a cronificacéo
da dor por estimulos subsequentes.

Entretanto, os mecanismos fisioldgicos pelos quais esse efeito protetor ocorre
permanecem desconhecidos. Ao mesmo tempo, dados prévios do nosso laboratério

sugerem que a atividade do sistema dopaminérgico mesolimbico é necessaria, tanto
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para a pré-nocicepcéao induzida pela restricdo de sono (SARDI et al., 2018a; SARDI
et al., 2018b), quanto para a cronificacdo da dor (VERGARA et al., 2020).

Considerando esses dados, poderia o sistema dopaminérgico mesolimbico estar
envolvido nos processos neurofisiologicos responséveis pelo efeito protetor
observado?

Estes dados instigaram mais investigacbes para determinar quais 0s
mecanismos potencialmente envolvidos nesse efeito protetor. Visto iSso, 0 presente
trabalho buscou explorar a relacdo do sistema dopaminérgico mesolimbico com o

efeito protetor das injecbes de PGE:2 associadas a RS.

1.1 JUSTIFICATIVA

Dados de estudos preliminares do nosso laboratério demonstraram um efeito
protetor da exposicdo prévia a 14 dias de restricdo parcial de sono associado a
injecdo de PGE: por 7 dias no desenvolvimento de dor cronica (PESCADOR, 2019).
Além disso, achados anteriores do nosso laboratério sugerem que o sistema
dopaminérgico mesolimbico medeia o efeito pré-nociceptivo da restricdo de sono
(SARDI et al., 2018a; SARDI et al., 2018b) e a transi¢cdo da dor aguda para a cronica
(VERGARA et al., 2020).

No presente trabalho, foi avaliado se o aumento da disponibilidade de
dopamina facilita o desenvolvimento de respostas hiperalgésicas tardias e de dor
cronica em animais previamente submetidos a 14 dias de restricdo de sono e sete
dias de injecdes de PGE2. E necessario ressaltar, no entanto, que a RS foi utilizada
apenas como ferramenta para o entendimento da resisténcia a dor e ndo se sugere,
a partir dos resultados obtidos, que a reducdo do tempo de sono seja usada para

tratar ou prevenir a dor.
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1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo Geral

e Testar o envolvimento da dopamina no efeito protetor sobre a dor
induzido pela exposicdo prévia a restricAio de sono associada a

estimulacdo nociceptiva.

1.2.2 Objetivos Especificos

e Determinar se o aumento dos niveis sistémicos ou intra-Nucleo
Accumbens de dopamina afetam o efeito protetor induzido pela
exposicdo prévia a restricdo de sono associada a estimulacdo

nociceptiva.



24

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 SONO

O sono € um fenbmeno comum a uma grande variedade de grupos animais e
€ essencial para eventos neurobiolégicos relacionados ao aprendizado, a
consolidacdo da memoria, a plasticidade e homeostase sinéptica, além de contribuir
para a eliminacdo de produtos do metabolismo celular e para a restauracdo da
reserva energética de glicogénio do cérebro (FRANK e HELLER 2019). Para além
do sistema nervoso, 0 sono € necessario a homeostase do sistema imune e
enddcrino, que sofrem influéncia do ciclo circadiano. O ciclo circadiano, em conjunto
com a duracao do periodo de vigilia, determina o inicio, a profundidade e a duracéo
do sono (BROWN et al., 2012).

No entanto, a insuficiéncia de sono na sociedade contemporanea tem se
apresentado um problema de prevaléncia crescente, em especial entre jovens e
adolescentes em idade escolar (OWENS et al., 2014) e trabalhadores que atuam em
turnos noturnos ou rotativos (KECKLUND e AXELSSON, 2016). Apesar da média
recomendada de 7 a 8h de sono por noite ser suficiente para a maioria da populacao
adulta, a quantidade de sono necessaria para a manutencao da qualidade de vida
varia de individuo para individuo (FERRARA e DE GENNARO, 2001) e a privacéo
ou insuficiéncia de sono podem ser resultado de fatores socioambientais ou de
condicbes de saude pré-existentes (AMERICAN THORACIC SOCIETY, 2019).
Mesmo assim, 35,2% da populagéo adulta dos Estados Unidos relata dormir menos
de 7h por dia (CDC, 2017). No Brasil, de acordo com dados do Instituto do Sono
(EPISONO), estima-se que cerca de 108 milhdes de brasileiros sofrem com
disturbios de sono (HIROTSU et al.,, 2014). Algumas patologias associadas a
deficiéncia de sono sdo: apneia do sono, sindrome das pernas inquietas e insonia,
sendo a ultima o distdrbio de sono mais comum, com prevaléncia mundial de 30-
35% da populacdo apresentando algum sintoma (BACELAR et al., 2019).

A insuficiéncia de sono causa prejuizos cognitivos e psicomotores globais, em
particular nas fun¢des de atencdo, memoria, regulacdo do humor e outros processos

gerenciados pelo cértex pré-frontal e regides parietais (KILLGORE, 2010). Além de
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custos a curto prazo, a perda de sono crénica aumenta o risco de mortalidade
(GRANDNER et al., 2010) e é fator de risco para o desenvolvimento de diversas
doencas, dentre elas doencas cardiovasculares (ALTMAN et al., 2012), diabetes tipo
2 (LARCHER et al., 2015) e deméncia (SHI et al., 2017).

2.2 DOR

A dor é tradicionalmente definida, segundo a IASP, como “uma experiéncia
sensorial e emocional desagradavel associada a um dano real ou potencial’ que
desempenha a funcdo de alertar e atrair a atencdo para a lesdo, motivando
tratamento ou fuga (BASBAUM e JESSELL, 2014). Nos Estados Unidos, estima-se
que cerca de 61,2 bilhdes de dolares sdo gastos todo ano devido a reducdo da
produtividade e da forca de trabalho relacionada a quadros de dor, como dor de
cabeca, artrite e dor lombar (STEWART et al., 2003). Ainda, dores lombares, dores
musculares de ombro e pescoco, fibromialgia e osteoartrite sdo as maiores causas
de emissGes de atestado médico e beneficios por incapacidade (BRAGE et al.,
2010).

A percepcédo inicial de um estimulo nocivo ocorre pela ativacdo de fibras
somatossensoriais especificas, denominadas nociceptores, que correspondem aos
neurdnios Ad e C. Esses neurfnios aferentes primarios transmitem o sinal
nociceptivo para neurdnios do corno dorsal da medula espinhal por meio da
liberacdo de glutamato (BASBAUM e JESSELL, 2014). A informacéo nociceptiva é
entdo transmitida da medula para regibes supraespinhais por vias ascendentes
(D'MELLO e DICKENSON, 2008). A sensibilizagao para a dor, ou hiperalgesia, € um
processo de adaptacdo do sistema nervoso frente a estimulos dolorosos repetidos
por meio de mecanismos centrais e periféricos. Como mecanismo central, o sistema
descendente de modulacdo da dor PAG-RVM € o mais notério. Sabe-se desde
1969, a partir do trabalho de Reynolds onde o estimulo elétrico da Substancia
Cinzenta Periaquedutal (PAG) no mesencéfalo induziu analgesia profunda em ratos,
que a PAG representa um importante componente da modulacdo da dor a nivel
central (REYNOLDS, 1969). A inducdo de analgesia pela PAG é mediada por suas
projecdes descendentes a Medula Rostroventral (RVM) e pelas projecfes desta para
o corno dorsal da medula espinhal por meio de populacdes de neurdnios, podendo



26

tanto inibir quanto facilitar a sinalizacdo nociceptiva (LOYD e MURPHY, 2009). E
amplamente reconhecido que esse circuito utiliza de vias opioidérgicas e que a agao
antinociceptiva da morfina depende do sistema PAG-RVM (LANE, PATEL e
MORGAN, 2005). Por sua vez, o efeito antinociceptivo da estimulacdo de receptores
M-opidides da PAG depende da ativacdo do sistema dopaminérgico, mediada por
receptores de dopamina D1 e D2 (TOBALDINI et al., 2017). A PAG recebe projecdes
da amigdala, que por sua vez adquire sinais do cértex pré-frontal, relagcdo que é
sugerida como fonte da modulacdo emocional e afetiva da dor. A interacao entre o
ACC e a PAG por meio de vias opioidérgicas também participa do efeito analgésico
induzido tanto por opidides quanto por placebo (influéncia do processamento
consciente da dor) (OSSIPOV, DUSSOR e PORRECA, 2010). Modelos
comportamentais de dor em animais sdo importantes ferramentas para o
entendimento dos mecanismos neurais de processamento e modulacdo da dor em
humanos. Se tratando de um fendmeno subjetivo, a experiéncia afetiva da dor néo
pode ser aferida em animais. No entanto, a atividade nociceptiva pode ser avaliada a
partir de medidas de reflexo ou espontaneas frente a um estimulo doloroso (MOGIL,
2009).

2.3 CRONIFICACAO DA DOR

De acordo com a International Association for the Study of Pain (IASP),
guando a dor se estende por mais de trés meses, estando presente na maioria dos
dias, é descrita clinicamente como dor crénica (TREEDE, 2019). A dor crbnica pode
ser dividida em quatro estagios: (1) fator de risco que predisponha ao
desenvolvimento de dor crbnica; (2) lesao; (3) transicao; e (4) estado cronico estavel
(APKARIAN e RECKZIEGEL, 2018). Assim, a presenca de um fator de risco,
associada a uma leséo, gera um estado de dor aguda que passa por um processo
de transicao para o estabelecimento de uma condicdo de dor cronica (APKARIAN e
RECKZIEGEL, 2018). O tratamento de dores crbnicas é um desafio, visto que
medicamentos comumente utilizados para o tratamento de dor aguda, como
opibides, antiinflamatérios ndo esteroidais (AINES) e acetaminofeno (paracetamol)
sao ineficazes para esse tipo de condicdo (KREBS et al., 2018). Além disso, o

componente emocional da dor aparenta ter um papel mais importante na experiéncia
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da dor cronica do que mecanismos nociceptivos, 0 que é sustentado pela relacédo
entre a dor crbnica e o sistema cortico-limbico, envolvendo o ACC, a insula, o NAc, a
amigdala e o hipocampo. Essas regides, relacionadas ao aprendizado e
processamento emocional, interagem com o coértex pré-frontal medial e lateral e
alteram a atividade cortical focada na percepcéo nociceptiva para algo mais proximo
de um estado de sofrimento emocional (MANSOUR et al., 2014). Em um estudo com
pacientes com dor cronica encontrou diferengas no padrao de sinalizagdo do NAc,
que também estad relacionado a mecanismos de motivacdo e de recompensa,
guando comparados com individuos saudaveis. Em pacientes com dor cronica, a
atividade do NAc foi correlacionada a uma predicéo de piora da dor em resposta ao
estimulo nocivo, enquanto em participantes saudaveis essa atividade era
relacionada a uma predicéo de alivio (BALIKI et al., 2010).

O desenvolvimento de dor crbnica, bem como sua presenca enquanto
condicdo estavel, esta intimamente relacionado com a atividade da dopamina no
sistema mesolimbico. No entanto, essa relacdo apresenta carater duplo: em
individuos saudaveis, um estimulo nocivo induz a liberacdo de dopamina como
mecanismo motivador e de recompensa, mas em individuos com dor crénica,
observa-se uma reducao dos niveis de dopamina (TAYLOR et al., 2016). Ademais, a
transicdo da dor aguda para dor crbnica parece depender de uma atividade
dopaminérgica exacerbada no NAc, visto que o bloqueio de receptores D2 no nucleo
abole a cronificacdo da dor em ratos (DIAS et al., 2015). Contudo, 0s mecanismos
responsaveis pela associacao entre a dopamina e cronificacdo da dor e o estado de

dor crénica permanecem desconhecidos.

2.4 RELACAO ENTRE DOR E SONO

Tanto a dor quanto 0 sono sdo essenciais para a sobrevivéncia e manutencéo
da saude humana e problemas no funcionamento de sistemas que os regulam
causam prejuizos significativos a saude e a qualidade de vida. Tanto distarbios de
sono quanto a dor crénica sdo comorbidades em comum em doencas como diabetes
tipo 2, depresséo e obesidade (FINAN et al., 2013) e 90% dos pacientes com
fibromialgia apresentam algum tipo de disturbio de sono (KESKINDAG e KARAAZIZ,
2017).
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De fato, a literatura aponta para uma relacdo bidirecional entre a dor e o sono,
onde a privagcdo de sono atua exacerbando a dor enquanto quadros de dor
contribuem para a instabilidade ou redugédo do tempo de sono (HERRERO
BABILLONI et al., 2019)

Mecanismos de modulacdo enddégena da dor, quando deficientes, levam a
reducdo da atividade inibitéria da dor ou ao aumento da facilitacdo da dor
(HERRERO BABILONI et al., 2019). O sono insuficiente € um fator que predispde
para anormalidades no funcionamento desses mecanismos, visto que a disfuncao
dos sistemas de inibicdo da dor € mais prevalente em individuos com insénia do que
em individuos sem disturbios de sono (HAACK et al., 2012). Além disso, diversas
regides do cérebro que participam de mecanismos de modulacdo da dor também
atuam na regulacao do ciclo de sono e vigilia, dentre elas a Substancia Cinzenta
Periaguedutal (PAG) e o Nucleo Accumbens (NAc) (ZHANG et al., 2013; OSIPOV,
MORIMURA e PORRECA, 2014; HARRIS e PENG, 2019).

Ja foi demonstrado que tanto a atividade da PAG, quanto do Bulbo
Rostroventral (RVM) sdo necessérias para a geracao do efeito pré-nociceptivo da
restricdo de sono, visto que a inducédo de dano a PAG ou a RVM em animais com
restricdo crénica de sono abole a reducéo do limiar nociceptivo (SARDI et al., 2018).

A participacdo da dopamina tanto em mecanismos de modulacdo da dor
guanto de regulacdo do sono sugere uma relacdo entre os dois processos. Essa
hipotese € reforcada pela constatacéo de que o efeito pro-nociceptivo da privacédo de
sono REM depende da reducdo da atividade de receptores D2 associada ao
aumento da atividade de receptores adenosinérgicos A2a no NAc (SARDI et al.,
2017).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 ANIMAIS

Os animais utilizados foram ratos machos da linhagem Wistar pesando entre
270 g e 300 g. Os animais foram cedidos pelo Biotério Central da Universidade
Federal do Parana e foram mantidos em gaiolas plasticas com maravalha em ciclo
12h/12h claro e escuro, com temperatura ambiente de 22°C + 2 e providos de agua
e comida ad libitum. Os experimentos realizados foram aprovados pelo Comité de
Etica em Pesquisa Animal da Universidade Federal do Parana (CEUA 1279). Foi
utiizado o minimo de animais, apenas 0 necessario para permitir as analises

estatisticas (aproximadamente 8 por grupo).

3.2 DROGAS

Prostaglandina E2 (PGE2, 100 ng / 30 pL) (DIAS et al., 2015; FERREIRA;
LORENZETTI; DE CAMPOS, 1990); GBR 12909, 1-(2-[bis(4-fluorofenil)metoxiletil)-
4-(3-fenilpropil) dicloridrato de piperazina, inibidor seletivo da recaptacdo de
dopamina (0,5 nmol / 0,25 pL) (DIAS et al., 2015). Adquiridas da Sigma-Aldrich e
diluidas em NaCl 0,9%. Prolopa (37,5 mg / kg) (composi¢do: L-dopa 200 mg +
cloridrato de  benserazida 57 mg) (dispersivel, Hoffman-LaRoche,
Brasil) (PADOVAN-NETO et al., 2015). Diluidas em NaCl 0,9%.

3.3 MODELO EXPERIMENTAL DE HIPERALGESIA INFLAMATORIA CRONICA

O modelo de hiperalgesia inflamatéria crénica proposto por Ferreira,
Lorenzetti e De Campos (1993) preconiza que ratos que recebem injecbes
subcuténeas diarias de prostaglandina E2 (PGE-2) (100ng/30uL por pata) por 14 dias
passam a apresentar hiperalgesia que persiste por pelo menos 30 dias apds o
término das injecdes. O periodo de 14 dias de injecdo de PGE:2 na face dorsal da
pata traseira dos animais € definido como o periodo de inducéo; e o periodo

posterior aos 14 dias, onde o limiar nociceptivo inferior ao basal ainda pode ser
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observado por no minimo 30 dias mesmo sem intervencdes adicionais, € definido
como periodo de manutencédo (FERREIRA; LORENZETTI; DE CAMPOS, 1990).

No entanto, a associacdo de procedimentos que dificultam a cronificacdo da
dor com esse modelo impede a continuacdo do estado de hiperalgesia apds a
descontinuacdo das injecdes de PGE2. Em contrapartida, a realizacdo de
intervencdes facilitadoras da cronificagdo da dor resulta no estado de hiperalgesia
cronica com apenas 7 dias de injecOes de PGE: (DIAS et al., 2015; VERGARA et al.,
2020).

A determinacado no limiar nociceptivo mecanico ao longo dos experimentos foi
utilizada como medida da hiperalgesia induzida por PGE2. Antes de cada injecdo de
PGE2, a medida do limiar nociceptivo mecéanico foi realizada por meio do teste de
Randall-Selitto (RANDALL; SELITTO, 1957). No teste, um peso, em gramas,
crescente € aplicado a face dorsal da pata traseira do animal (a mesma onde serao
aplicadas as injecdes) e no momento que o animal exibir comportamento de retirada
da pata, o peso é registrado por um analgesimetro mecanico digital (Insight, Brasil).
O valor quantitativo do limiar nociceptivo mecéanico de cada animal foi determinado a

partir da média de duas a trés medidas realizadas.

3.4 RESTRICAO DE SONO

A restricdo de sono total (RS) foi realizada pelo método Gentle Handling
enriqguecido (ALEXANDRE et al.,, 2017; SARDI et al.,, 2018a), que consiste na
aplicacao de estimulos gentis e introducédo de objetos novos na gaiola, estimulando
o comportamento exploratério dos animais e impedindo que durmam. Os estimulos
gentis incluem mudanca de posi¢cdo ou movimentacdo cuidadosa da gaiola, toque
nos pelos dos animais com pincel de cerdas macias, abertura da gaiola, entre
outros. Os grupos que ndo foram submetidos a restricdo de sono ficaram no mesmo
ambiente que os demais e sob as mesmas condi¢des, no entanto ficaram livres para

dormir.

3.5 CIRURGIA ESTEREOTAXICA PARA CANULACAO INTRA-NAC
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Sob anestesia geral induzida por xilazina (10 mg/kg i.p.) e ketamina (60 mg/kg
i.p.), 0 animal & posicionado no aparelho estereotaxico e uma céanula guia de aco
inoxidavel e calibre 25 é fixada, com resina acrilica, segundo o plano estereotéaxico
de forma que sua extremidade inferior fique a 2 mm acima do sitio de interesse. A
coordenada a ser seguida para administracao intra-NAc core foi de: +1,30 no sentido
rostro-caudal; —6,20 dorso—-ventral e £+ 1,80 mm lateral, a partir de bregma
(PAXINOS; WATSON, 2007). Terminada a cirurgia 0s animais receberam dipirona
(30 mg/kg i.m.) e gentamicina (0.5 mg/kg s.c.) e os experimentos foram realizados

sete dias ap0s a implantacéo das canulas.

3.6 AVALIACAO DA ATIVIDADE LOCOMOTORA

Para determinar se houve prejuizo a atividade locomotora dos animais em
decorréncia dos experimentos, que possa comprometer a confiabilidade dos
resultados, foi realizado teste de campo aberto ao final de cada experimento. O teste
de campo aberto foi realizado por meio de uma arena circular (de 1 m de diametro e
com 16 quadrantes). O animal é colocado no centro da arena e € realizada a
contagem de quadrantes (Q) percorridos e niumero de levantadas (L) de cada animal
individualmente no tempo de cinco minutos. Considera-se um quadrante percorrido
guando as quatro patas do animal atravessam a linha que separa um quadrante do
outro e o comportamento de levantada é verificado quando o animal se apoia

somente nas duas patas traseiras.

3.7 ANALISE DE DADOS

Os dados comportamentais foram avaliados por ANOVA de duas vias com
medidas repetidas, seguido pelo pos-teste de Tukey. Como medidas dependentes
temos o comportamento nociceptivo (tempo), e como medidas independentes os
diferentes tratamentos e a condicédo de sono. O nivel de significancia adotado foi de
igual ou menor a 0,05. Os resultados foram apresentados como média * erro padrao
da média. Para realizagdo dos célculos estatisticos e confec¢do dos graficos foi

utilizado o programa Sigma Plot.
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3.8 DESENHO EXPERIMENTAL

Para determinar se o aumento da atividade dopaminérgica, ap6s o
periodo de associacdo entre restricdo de sono e estimulagdo nociceptiva,

abole o efeito protetor, foram conduzidos os experimentos descritos abaixo:

a. Determinar se 0 aumento dos niveis sistémicos de dopamina durante o
periodo de retorno ao limiar nociceptivo basal previne o efeito protetor sobre a dor
aguda e cronica que foi previamente induzido pela associagdo entre restricdo de

sono (RS) e injecdes diarias de PGE-.

_______________ =
: > % Periodo de retorno ao | 5
Periodo de indugéo | - I Periodo de desafios
L___limiarbasal = _ |
Retorno ao
BASAL 3 5 7 8 10 12 14 15 17 19 limiar basal 12dia 22dia 32dia  4°dia

| I | | | | | | | | | | | L% S e ) // | | | | [E

Procedimento controle ou RS eqa Fiolopa Injecdo

Sr— o de PGE

. NaCl € 2

Injecao de PGE; (090 OUNaCl 0,9% 0.9% (100ng/diz

Figura 1 - Planejamento e disposicdo temporal do experimento “a”. 5 grupos foram
submetidos a RS ou Procedimento controle por 6 horas diérias (das 7 as 13 h) durante 14 dias, sendo
gue nos ultimos 7 dias (do 8° ao 14° dia) uma injecao (30 pl) diaria de salina ou PGE2 (100 ng s.c.) foi
administrada na pata traseira. Ao final desse periodo, foi realizada administracao oral diaria de salina
ou Prolopa, um precursor da dopamina (37,5 mg / kg) (PADOVAN-NETO et al., 2015), do 17° ao 19
dia) por trés dias. No momento em que cada grupo retornou ao limiar nociceptivo basal iniciou-se um
novo ciclo de injec8es diarias de PGE:. A resposta dos grupos que receberam Prolopa foi comparada

aquela dos animais que receberam salina.

b. Determinar se o aumento da disponibilidade sindptica de dopamina no
nacleo Accumbens, durante o periodo de retorno ao limiar nociceptivo basal, previne
o efeito protetor sobre a dor aguda e cronica que foi previamente induzido pela

associagao entre RS e injecdes diarias de PGEo..



33

_______________ i
2 ; % Periodo de retorno ao | 2
Periodo de inducéo ! e I Periodo de desafios
L
Retorno ao
BASAL 3 5 7 8 10 12 14 15 17 19 limiar basal 12dia 22dia 32dia  42dia
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Figura 2 - Planejamento e disposi¢cdo temporal do experimento “b”. 6 grupos foram
submetidos a RS ou Procedimento controle por 6 horas diarias (das 7 as 13 h) durante 14 dias, sendo
gue nos Ultimos 7 dias (do 8° ao 14° dia) uma injecao (30 pl) diaria de salina ou PGE2 (100 ng) foi
administrada na pata traseira. Ao final desse periodo, foi realizada uma microinjecéo (0,25 pl) diaria
de veiculo ou do GBR (inibidor seletivo da receptagdo de dopamina) (0,5 nmol (DIAS et al., 2015), do
17° ao 192 dia) por trés dias. No momento em que cada grupo retornou ao limiar nociceptivo basal
iniciou-se um novo ciclo de inje¢Bes diarias de PGE-:. A resposta dos grupos que receberam GBR foi

comparada aquela dos animais que receberam veiculo.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 RETORNO AO LIMIAR BASAL: PROLOPA

ApoOs a exposicdo a 14 dias de RS ou procedimento controle, associados a
injecdes de PGE:2 ou salina nos ultimos sete dias, os animais foram deixados livres
para dormir (periodo de sono rebote) e receberam salina ou Prolopa via oral. Nos
grupos submetidos a RS e/ou injecao de PGE2, o retorno ao limiar nociceptivo basal
se deu de forma progressiva, mas diferente entre os grupos (Grafico 2A). Nenhum
dos grupos experimentais desenvolveu hiperalgesia cronica, a qual seria
caracterizada segundo o modelo de Ferreira et al. (1993) por um estado de
hiperalgesia com duracéo de, pelo menos, 30 dias apds o término das injecdes de
PGE-.
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Gréfico 2A — Efeito pré-nociceptivo induzido pela associacdo entre 14 dias de RS e
injecBes diarias de PGE, durante os 7 dias finais em animais tratados com Prolopa ou salina
durante o periodo de sono rebote (recupera¢éo). Todos 0s grupos exceto 0s controles para PGE:
(que receberam salina) sofreram inducéo de hiperalgesia entre o 7° e 14° dia de experimento e
retornaram ao limiar basal no periodo de sono rebote. Durante esse periodo, receberam Prolopa via
oral nos dias 16, 17 e 19. O simbolo “*” indica redugdo significativa do limiar nociceptivo em
comparacao ao grupo que recebeu injecéo salina e ndo foi submetido a RS (ANOVA de duas vias de
medidas repetidas, seguida pelo teste de Tukey, p<0,05). O “n” amostral utilizado foi de 6 a 8 animais

por grupo.
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4.2 O AUMENTO SISTEMICO DE DOPAMINA PREVINE O EFEITO PROTETOR

Em concordancia com dados obtidos anteriormente por nosso laboratério
(Grafico 1B) (PESCADOR, 2019), o grupo submetido a 14 dias de RS e 7 dias de
injecdo de PGE:2 nédo respondeu a novas injecdes de PGE2, tornando-se resistente
ao desenvolvimento da hiperalgesia aguda e, consequentemente, cronica (Gréfico
3A). Esses dados confirmam nossas observacdes anteriores (PESCADOR, 2019) de
que a associagao prévia de RS e estimulagédo nociceptiva induz um efeito protetor,
tornando os animais resistentes a novos estimulos nocivos.

Esse efeito protetor foi prevenido pela administracdo oral do precursor de
dopamina, Prolopa (37,5 mg/kg) do 3° ao 5° dia de rebote de sono (ANOVA de duas
vias com medidas repetidas, p<0,001). Os animais que receberam Prolopa
responderam normalmente a PGE2, apresentando resposta a novas injecdes de
PGE2 comparavel aos animais controle.

O mesmo pode ser observado nos grupos que foram submetidos a apenas uma
(RS ou PGE2) ou nenhuma intervencdo experimental e tratados com Prolopa
(Grafico 3A). Importante, no grupo RS + PGE: tratado com Prolopa, o limiar
nociceptivo ndo retorna ao valor basal 24h apds a segunda injecdo de PGE2, o que
indica que o quadro de hiperalgesia crénica esta se desenvolvendo (Grafico 3A).

Esses dados mostram que o aumento da disponibilidade sistémica de dopamina
durante o periodo de retorno ao limiar basal (apdés a exposicdo) previne o efeito

protetor sobre a dor induzido pela exposi¢ao prévia a RS e estimulacao nociceptiva.
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Gréafico 2B — Efeito da Prolopa administrada no periodo de rebote de sono sobre o
desenvolvimento de hiperalgesia aguda induzida por 3 novas injec6es de PGE; ap0s retorno
ao limiar basal. No dia seguinte ao retorno ao limiar basal de cada grupo, iniciou-se o periodo de
novas injecdes diarias de PGE:z por 3 dias. O limiar nociceptivo de cada dia foi aferido diariamente,
antes, 3h apos e 24h apés a 32 injecdo de PGE2. O simbolo “*” indica reducédo significativa do limiar
em relagdo ao grupo submetido a RS e inje¢cdes de PGE: e salina no periodo de rebote (ANOVA de
duas vias de medidas repetidas, seguida pelo teste de Tukey, p<0,05). O “n” amostral utilizado foi de
6 a 8 animais por grupo.
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ApoGs a exposicdo a 14 dias de RS ou procedimento controle, associados a

injec6es de PGE: ou salina nos ultimos sete dias, os animais foram deixados livres

para dormir (periodo de sono rebote) e receberam salina ou GBR 12909 intra-NaC.

Nos grupos submetidos a RS e/ou injecdo de PGE2, o retorno ao limiar nociceptivo

basal se deu de forma progressiva, mas diferente entre os grupos (Grafico 3A).

Nenhum dos grupos experimentais desenvolveu hiperalgesia cronica, a qual seria

caracterizada segundo o modelo de Ferreira et al. (1993) por um estado de

hiperalgesia com duracéo de, pelo menos, 30 dias apds o término das injecdes de

PGE:.
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Grafico 3A — Efeito pro-nociceptivo induzido pela associacao entre 14 dias de RS e

injecOes diarias de PGE; durante os 7 dias finais em animais tratados com GBR ou salina do 2°
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ao 5° dia de rebote de sono. Todos os grupos exceto os controles (salina + GBR e salina + salina)
sofreram inducéo de hiperalgesia entre o 7° e 14° dia de experimento e retornaram ao limiar basal no
periodo de rebote. O simbolo “*” indica redugao significativa do limiar nociceptivo em comparagéo ao
grupo que recebeu injecdo salina e ndo foi submetido a RS (ANOVA de duas vias de medidas
repetidas, seguida pelo teste de Tukey, p<0,05). O “n” amostral utilizado foi de 4 a 8 animais por

grupo.

4.4 O AUMENTO DA DISPONIBILIDADE DE DOPAMINA NO NUCLEO
ACCUMBENS PREVINE O EFEITO PROTETOR

Para determinar o envolvimento da dopamina mesolimbica no efeito protetor
induzido pela exposicédo prévia a RS e estimulacdo nociceptiva, administramos, do
3° ao 5° dia de rebote de sono, o inibidor da receptacdo de dopamina GBR 12909
(0,5 nmol / 0,25 pL) no NAc, principal alvo das projecBes dopaminérgicas
mesolimbicas.

A administracdo intra-NAc de GBR durante o periodo de rebote de sono
preveniu o efeito protetor da associacdo prévia de 14 dias de RS e 7 dias de PGE..
Os grupos tratados com GBR responderam normalmente a PGE2, apresentando
resposta hiperalgésica semelhante aos grupos controle (ANOVA de duas vias com
medidas repetidas, p<0,001) (Grafico 3B). No grupo RS + PGE: tratado com GBR, 0
limiar nociceptivo ndo retorna ao valor basal 24h apds a segunda injecéo de PGEz, o

gue indica que o quadro de hiperalgesia cronica esta se desenvolvendo (Gréafico 3B).
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Gréfico 3B — Efeito do GBR administrado no periodo de rebote de sono sobre o
desenvolvimento de hiperalgesia aguda induzida por 3 novas injecbes de PGE, ap6s retorno
ao limiar basal. No dia seguinte ao retorno ao limiar basal de cada grupo, iniciou-se o periodo de
novas inje¢des diarias de PGE: por 3 dias. O limiar nociceptivo foi aferido diariamente antes, 3h apds
e 24h apds a 3?2 injecdo de PGEz. O simbolo “*” indica redugéo significativa do limiar em relacéo ao

grupo submetido a RS e injecdes de PGE: e salina no periodo de rebote (ANOVA de duas vias de

medidas repetidas, seguida pelo teste de Tukey, p<0,05). O “n” amostral utilizado foi de 4 a 8 animais

por grupo.

Os resultados até aqui apresentados sugerem que a associacdo da restricdo de
sono com a estimulagdo nociceptiva provavelmente induz uma plasticidade
dopaminérgica que torna o animal resistente, posteriormente, ao desenvolvimento
da dor. Uma possivel explicacdo para esse fendbmeno seria que a RS diminui a
atividade dopaminérgica (VOLKOW et al.,, 2012; SARDI et al.,, 2018b) e que a
transicdo da dor aguda para crénica depende da atividade da dopamina no sistema
mesolimbico (VERGARA et al., 2020). Essa hipdtese estaria de acordo com autores

que propdem que a transicdo da dor aguda para a cronica envolve a reorganizagao
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dos circuitos emocionais e motivadores do cérebro apds estimulos nociceptivos
(HASHMI et al., 2013; MANSOUR et al., 2014; THOMPSON et al., 2018). Logo, a
RS, diminuindo a disponibilidade de dopamina, e a PGE2, recrutando dopamina,
estrariam induzindo mecanismos antagdnicos de plasticidade dopaminérgica.

Dessa forma, o que o presente trabalho sugere €& que, ao aumentar a
disponibilidade de dopamina, esse processo de plasticidade € revertido, e isso
estaria prevenindo o efeito protetor. Evidentemente, neste estudo, a RS foi utilizada
apenas como ferramenta para o entendimento da resisténcia a dor e ndo se sugere,
a partir dos resultados obtidos, que a reducédo do tempo de sono seja usada para

tratar ou prevenir a dor.

4.5 CAMPO ABERTO: PROLOPA

N&o foi detectada diferenca significativa entre os grupos no teste de campo
aberto. O resultado foi dado pela analise por ANOVA de duas vias com medidas
repetidas (p<0,05) dos comportamentos exploratérios dos animais. Os
comportamentos exploratorios correspondem a soma do numero de levantadas e
guadrantes percorridos ao longo de 5 minutos no campo aberto.

No entanto, no grupo RS + Salina + Prolopa, foi observada uma reducéo
significativa (p<0,05) entre os resultados do campo aberto antes dos experimentos e
apos o tratamento com Prolopa. Como somente este grupo apresentou diferenca,
essa reducdo da atividade exploratoria pode ser resultado da exposicdo a algum

fator estressor durante os experimentos.
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Gréfico 4A — Atividade locomotora antes e apés tratamento com Prolopa administrado
no periodo de rebote de sono. A atividade locomotora dos animais foi determinada antes e 24h
ap6s a administracdo de Prolopa ou NaCl. O simbolo “*” indica diferenca significativa da atividade
locomotora em relagdo ao periodo pré-experimentos (antes da administracdo de Prolopa) (ANOVA de
duas vias de medidas repetidas, seguida pelo teste de Tukey, p<0,05). O “n” amostral utilizado foi de

6 a 8 animais por grupo.

4.6 CAMPO ABERTO: GBR

Foi detectada uma diferenca significativa dos grupos Controle + NaCl + GBR e
Controle + PGE2 + GBR em relacdo aos demais no teste de campo aberto. Essa
diferenca foi encontrada apos o tratamento com GBR e corresponde a uma atividade
locomotora reduzida em relacdo aos demais grupos (Grafico 4B). O resultado foi
dado pela andlise por ANOVA de duas vias com medidas repetidas (p<0,05) dos
comportamentos exploratérios dos animais. Os comportamentos exploratorios
correspondem a soma do nimero de levantadas e quadrantes percorridos ao longo

de 5 minutos no campo aberto.
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Além disso, nos grupos Controle + NaCl + GBR e Controle + PGE2 + GBR, foi
observada uma reducéo significativa (p<0,05) entre os resultados do campo aberto
antes dos experimentos e apos o tratamento com GBR. Isso sugere que o GBR
pode ter ocasionado um efeito inibidor da locomocédo e que a RS inibe esse efeito
(Gréfico 4B).
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Gréfico 4B — Atividade locomotora antes e ap6s tratamento com GBR administrado no
periodo de rebote de sono. A atividade locomotora dos animais foi determinada antes e 24h ap6s a

Gk

administrag&o de Prolopa ou NaCl. O simbolo “*” indica diferenga significativa da atividade locomotora
em relacdo ao periodo pré-experimentos (antes da administracdo de Prolopa). O simbolo “#” indica
diferenca significativa entre o grupo indicado e os demais, sob a mesma condi¢cdo temporal (pés-
GBR) (ANOVA de duas vias de medidas repetidas, seguida pelo teste de Tukey, p<0,05). O “n”

amostral utilizado foi de 4 a 8 animais por grupo.
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5 CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS FUTURAS

Este estudo confirma dados anteriores (PESCADOR, 2019) de que a
associacdo de RS e estimulagcdo nociceptiva persistentes induzem um efeito
protetor, tornando o animal resistente ao desenvolvimento posterior da dor aguda ou
cronica. O achado principal desse estudo mostra que a dopamina esta envolvida
nesse efeito, uma vez que estratégias farmacoldgicas que induzem o aumento da
dopamina, tanto sistémica quanto mesolimbica previnem tal efeito. Portanto, esse
efeito protetor provavelmente depende de alteracbes neuroplasticas no sistema
dopaminérgico mesolimbico.

Considerando a alta prevaléncia de condi¢gdes de dor crénica na populagao em geral
(MILLS et al.,, 2019) e os ainda baixos indices de sucesso em seu tratamento
farmacoldgico (KREBS et al., 2018), € imperativo investigar novas estratégias para o
manejo clinico dessas condicfes. Esse estudo utilizou ferramentas de manipulagéo
fisiologicas (RS) e farmacoldgicas para mostrar que um estado de resisténcia ao
desenvolvimento da dor pode ser induzido. N&o temos informagdes sobre nenhum
estado semelhante relatado na literatura. Investigar as bases desse fenébmeno pode
resultar em avancos sem precedentes no tratamento da dor. Evidentemente, um dos
préximos passos a partir desse estudo seria encontrar alguma manipulagéo
fisiolégica ou farmacoldgica que substitua a RS na inducdo desse efeito protetor.
Uma vez que este estudo demonstrou o envolvimento do sistema dopaminérgico no
efeito protetor e que evidéncias apontam para uma reducdo da atividade
dopaminérgica induzida pela restricdo de sono (VOLKOW et al., 2012; SARDI et al.,
2018b), é possivel que o efeito protetor dependa da reducdo da atividade
dopaminérgica. Portanto, nosso proximo passo sera testar se o haloperidol, uma
droga antipsicotica cujo principal mecanismo de acdo depende do antagonismo
sobre receptores D2 de dopamina, é capaz de induzir o efeito protetor quando

associado as injecdes de PGEx-.
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