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RESUMO

Sono insuficiente e dor cronica sdo problemas de saude publica que possuem uma
relacdo bidirecional. As modificacdes neurais que ocorrem nestas comorbidades
possuem mecanismos em comum que possibilitam efeito somatério. Portanto, o
objetivo deste estudo foi testar a hipétese de que a restricdo de sono (RS) facilita a
cronificacdo da dor em ratos. Para a RS, os animais foram gentilmente manipulados e
estimulados com objetos atraentes durante 6 horas diarias. Para o estudo da
cronificacdo da dor, foi utilizado um modelo de hiperalgesia (caracterizada pela reducéo
do limiar nociceptivo) inflamatoria crénica. No modelo, ratos recebem uma injecéo diaria
de prostaglandina E2 (PGE2, 100 ng) na pata traseira durante 14 dias (fase de inducgao).
Tal procedimento induz um quadro de hiperalgesia que se estende por pelo menos 30
dias apos cessarem as injecdes (fase de manutencéo). Se as inje¢cdes de PGE:2 forem
associadas a intervencdes que facilitam a cronificacdo da dor, apenas 7 dias de injecédo
sdo necessarios para a cronificacdo. Para determinar se a RS facilita a cronificacdo da
dor, ratos Wistar receberam injecdes de PGE: associadas a RS por 7 dias. Comparado
aos controles, os animais que receberam PGE:2 e RS apresentaram um retorno mais
lento aos valores basais apds cessarem as intervencfes. Porém, ndo se observou o
quadro de hiperalgesia crbnica, contrariando a hipétese inicial. Para determinar se um
tempo maior de RS facilita a cronificacdo da dor, um novo grupo foi submetido a RS
durante 14 dias e recebeu inje¢cdes de PGE:2 nos ultimos 7 dias. Novamente, ndo se
observou a instalacdo do quadro de hiperalgesia cronica. No entanto, quando estes
animais receberam uma nova injecdo de PGE2, apds o retorno do limiar nociceptivo aos
valores basais, ndo houve a reducao caracteristica do limiar nociceptivo mecanico e, os
mesmos, permaneceram resistentes ao desenvolvimento da hiperalgesia durante 14
dias de injecdes subsequentes. Estes resultados sugerem um efeito dual da RS no
processo de cronificacdo da dor, a depender da temporalidade das intervencgdes, sendo
gue a RS prévia, quando associada a um evento doloroso, pode proteger o individuo de

eventos dolorosos subsequentes.

Palavras-chave: Nocicepcao; Cronificacdo da dor; Dor cronica; Restricdo de sono;
Prostaglandina Ex.



ABSTRACT

Insufficient sleep and chronic pain are both public health problems with a bidirectional
relation. Neural changes on these comorbiddes may have common mechanisms and a
potential summation effect. Therefore, the purpose of the study was to test the
hypothesis that sleep restriction (SR) facilitates pain chronification in rats. For the SR,
the animals was gently handled and stimulated with attractive objects during 6 hours
daily. For the study of pain chronification, was used the model of chronic inflammatory
hyperalgesia (characterized by the reduction of the nociceptive threshold). In the model,
rats receive a daily injection of prostaglandin E2 (PGE,, 100ng) in the hindpaw surface
during 14 days (induction phase). The procedure induces a hyperalgesia extending for
at least 30 days (maintenance phase). If PGE:z injections are associated with
interventions that facilitate pain chronification, just 7 days of injections are necessary for
chronification. To determine if SR facilitates pain chronification, Wistar rats received
PGE: injections associated with SR during 7 days. Comparing with the controls, the
animals that were submetted to PGE-: injections and SR exhibited a slower return to
basal values after the cease of interventions. However, chronic hyperalgesia was not
observed, contrary to the initial hypothesis. To determine if a longer SR facilitates pain
chronification, a new group underwent SR for 14 days and received PGE: injections
during the last 7 days. Again, chronic hyperalgesia was not observed. Nevertheless,
when these animals received a new PGE: injection, after nociceptive threshold return to
basal values, there was no characteristic reduction of the mechanical nociceptive
threshold and they remained resistant to the development of hyperalgesia for 14 days of
subsequente PGE: injections. These results suggest a dual effect of SR on the process
of pain chronification, depending on the temporality of the interventions, considering that
prior SR associated with a painful event can protect the individual from subsequent

painful events.

Keywords: Nociception; Pain chronification; Chronic pain; Sleep restriction;

Prostaglandin E-.
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1 INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

A dor é definida pela a IASP (Associacao Internacional para Estudo da Dor, do
inglés “International Association for the Study of Pain”), como uma experiéncia
sensorial e emocional desagradavel, associada a uma lesdo tecidual, que pode ser
real, potencial ou descrita nesses termos. Definicdo que mostra a complexidade da
percepcdo dolorosa. Embora seja um mecanismo de alerta, que sinaliza perigo e
aciona respostas protetoras apropriadas (WOOLF; SALTER, 2000; JULIUS;
BASBAUM, 2001), em condi¢des persistentes ou patolégicas, a dor perde seu papel
biologico e transforma-se em uma doenca (ZEILHOFER, 2005). Segundo a Sociedade
Brasileira para Estudo da Dor, cerca de 37% da populacédo brasileira sofre de dor
cronica ou persistente (SOUZA et al., 2017). De fato, a dor crdnica € um problema de
saude publica mundial e a estimativa em paises da Europa e Estados Unidos varia
entre 10 e 35% da populacdo em geral (BREIVIK et al.,, 2006; NAHIN, 2015). As
consequéncias da dor cronica vao além da esfera pessoal, de modo que impactam,
também, a economia e geram grandes gastos na area da saude. Estima-se que seja
uma importante causa de aposentadoria precoce, licengcas médicas, indenizacdes
trabalhistas e baixa produtividade (SA et al., 2009; CIPRIANO; ALMEIDA; VALL, 2011).
S6 nos Estados Unidos, o custo com tratamento e perda de produtividade relacionados
a dor em 2010 foi estimado em pelo menos 560 bilhdes de doélares (GASKIN;
RICHARD, 2012), justificando a necessidade de mais estudos para entender seus
mecanismos e, assim aumentar as chances de sucesso terapéutico.

A prostaglandina E2 (PGE2) é o principal mediador inflamatério associado a
sensibilizacdo das fibras nociceptivas, processo caracterizado pela reducédo do limiar
nociceptivo, ou seja, hiperalgesia. Se a resposta inflamatodria for persistente, pode
evoluir para um quadro de dor inflamatoria crénica. Um modelo para estudar o
processo de cronificacdo da dor, desenvolvido por Ferreira et al.,, 1990, utiliza o
potencial de sensibilizagcdo da PGE2. Neste modelo, o rato recebe uma injecdo diaria
de prostaglandina E2 (PGE2, 100 ng) na pata traseira (fase de inducdo da hiperalgesia
inflamatoria crénica) durante 14 dias. Apo6s a interrupcdo das injecbes, o efeito

hiperalgésico se mantém por, pelo menos, 30 dias (fase de manutencdo da
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hiperalgesia inflamatodria crénica). Isso sugere que a sensibilizagdo persistente do
nociceptor leva a mecanismos de plasticidade que culminam com a cronificagao da dor
(MIRANDA et al., 2015).

Os dados relacionados aos disturbios de sono e/ou diminuicdo do tempo total
deste também sado alarmantes. Segundo pesquisas epidemioldgicas realizadas pelo
instituto de sono de Sao Paulo (EPISONO), cerca de 77% da populacdo da cidade de
Sao Paulo sofre com algum distarbio relacionado ao sono. Outro estudo realizado no
Brasil estimou que cerca de 108 milhdes de pessoas sofrem com alguma desordem
relacionada ao sono (HIROTSU et al., 2014). De fato, os disturbios de sono também se
caracterizam como um problema de saude publica de ordem mundial (MICHAL et al.,
2014; STRINGHINI et al., 2015).

Associando as duas comorbidades, dor e disturbios de sono, observa-se que
existe uma clara relagéo bidirecional entre diminuicdo do tempo de sono e aumento da
sensibilidade a dor (NICHOLSON; VERMA, 2004; SMITH; HAYTHORNTHWAITE,
2004; KARAMAN, S., 2014). Por exemplo, os disturbios do sono estdo presentes em
até 88% dos pacientes com dor crénica (SMITH; HAYTHORNTHWAITE, 2004; MORIN
et al., 2006; CHEATLE et al., 2016) e pelo menos 50% dos individuos com insénia
sofrem de dor crbnica (TAYLOR et al., 2007). No entanto, embora nédo haja duvidas de
gue a diminuicio do sono aumenta a dor (LENTZ et al., 1999; SMITH;
HAYTHORNTHWAITE, 2004; WEI et al., 2010; TOMIM et al., 2016; SARDI et al.,
2018a, 2018b) os mecanismos sao amplamente desconhecidos.

Estudos recentes tém contribuido para ampliar o entendimento dos mecanismos
pelos quais prejuizos no sono aumentam a dor. Por exemplo, demonstrou-se que a
privacdo de sono REM (movimento rapido dos olhos, do inglés, "rapid eye moviment”)
aumenta a sensibilidade a dor ao interferir no funcionamento do sistema descendente
PAG-RVM (substancia cinzenta periaquedutal - bulbo rostro ventral, do inglés,
‘periaqueductal grey matter - rostral ventromedial medulla), o mais estudado
mecanismo enddégeno de modulacdo da dor (TOMIM et al., 2016). Recentemente
também foi demonstrado que o NAc, (Nucleo Accumbens) regido que desempenha
importante papel na modulagdo da dor (HAGHPARAST; GHALANDARI-SHAMAMI;
HASSANPOUR-EZATTI, 2012) e na regulacdo do ciclo sono-vigilia (LAZARUS et al.,
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2013; OISHI et al., 2017), medeia o efeito pré-nociceptivo associado a prejuizos no
sono (SARDI et al., 2018a). Dados do nosso laboratdrio mostraram que a lesdo ou
inativacado farmacologica do NAc, assim como a administracdo de antagonista de
receptores Axa de adenosina ou de agonista de receptores D2 de dopamina no NAc
blogueia o efeito pré-nociceptivo induzido pela privagdo de sono REM (SARDI et al.,
2018a). A participacdo do NAc e da PAG no efeito pro-nociceptivo induzido por
prejuizos no sono nao se limita ao efeito induzido pela privacdo de sono REM, pois a
lesdo dessas duas estruturas também abole o efeito pro-nociceptivo induzido pela
restricdo cronica de sono durante seis horas diarias (SARDI et al., 2018b). Estes dados
demonstraram mecanismos importantes através dos quais a diminuicdo do sono
aumenta a sensibilidade a dor, contudo, ndo ha conhecimento sobre estudos que
tenham avaliado seu impacto no processo de cronificacdo da dor. Por exemplo, ndo se
sabe se a restricdo de sono (RS) contribui para a cronificacdo da dor, ou seja, se é
determinante para a instalacdo de uma condicdo de dor cronica, que persiste mesmo
depois que o sono se regulariza. Portanto, o objetivo central deste trabalho foi testar a
hipotese de que a RS facilita o processo de cronificacdo da dor inflamatéria. Como
podera ser apreciado durante a leitura, este objetivo foi expandido conforme os
resultados parciais eram obtidos
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 DOR E CRONIFICACAO DA DOR

A experiéncia dolorosa, ndo patologica, depende da deteccdo de estimulos
externos por nociceptores. Culminando na transmissdo da informacdo associada a
estes sinais até o encéfalo, onde a dor, em toda a sua complexidade, & percebida. Para
gue este processo ocorra, o estimulo, que tem como caracteristica sinalizar um
possivel dano tecidual, precisa ser capaz de despolarizar e ativar as fibras C e/ou Ad
periféricas, estas por sua vez transmitem a informacdo ao sistema nervoso central
(SNC) (JULIUS; BASBAUM, 2001; FIELDS, 2004). A primeira sinapse da via
nociceptiva se encontra no corno dorsal da medula espinhal e a maioria das fibras
nociceptivas secundarias ascendem até o tadlamo, através dos tratos espinotalamico
lateral e medial (HODGE; APKARIAN, 1990), até o nucleo parabraquial e até a PAG,
através do trato espinoparabraquial (BURITOVA; BESSON; BERNARD, 1998; HUNT;
MANTYH, 2001). A partir do talamo, do nucleo parabraquial e da PAG ocorrem
projecbes para regides relacionadas a transformacdo do estimulo nociceptivo na
sensacgao de “dor” (HUNT; MANTYH, 2001; FIELDS, 2004).

A integralizacdo das projecBes para diferentes areas permite a percepcao
multidimensional da dor, com caracteristicas afetivas, somaticas e motoras (HUNT;
MANTYH, 2001; APKARIAN, 2008). Projecdes para o cortex somatossensorial e para a
insula estdo mais relacionadas ao aspecto somético da dor, que representa a
localizacdo, qualidade e duragcdo do estimulo (HUNT; MANTYH, 2001; APKARIAN,
2008). Projecbes para regibes como: amigdala, hipotalamo, ACC (c6rtex cingulado
anterior, do inglés, “anterior cingulate cortex”), PFC ( cortex pré-frontal, do inglés,
“prefrontal cortex”), VTA (area tegmental ventral, do inglés, “ventral tegmental area”),
NAc e, novamente, a insula, sdo responsaveis pela dimensao afetiva da dor (HUNT,;
MANTYH, 2001), motivacdo de escape, planejamento para cessar o dano e
aprendizagem/refor¢o negativo relacionado ao dano (APKARIAN et al., 2005; BALIKI et
al., 2010). Como exemplificado, a fragmentacdo da transmissdo da informacé&o
nociceptiva em diferentes areas, possibilita o recrutamento de mdultiplos sitios de

modulag&o em neurdnios de diferentes ordens (HEINRICHER et al., 2009).
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Os circuitos de modulacéo possibilitam uma ampliacdo ou redugao das entradas
nociceptivas, a depender do contexto em que o organismo se encontra (OSSIPOV;
MORIMURA; PORRECA, 2014). O sistema descendente é o mais conhecido sistema
de modulacédo e possui como figura central o circuito PAG-RVM. Mdltiplas aferéncias,
periféricas e encefalicas, convergem para a PAG e eferéncias, a partir do RVM,
modulam a transmissdo nociceptiva a nivel medular (REYNOLDS, 1969; FIELDS;
HEINRICHER; MASON, 1991; FIELDS, 2004). Por conta de uma arquitetura com duas
subpopulagdes de neurdnios antagbnicos, “ON-cells” e “OFF-cells”, o RVM possui a
capacidade dinamica de integrar as aferéncias e balancear eferéncias que facilitem e
gue inibem a nocicepcao (HEINRICHER et al., 2009). As “OFF-cells” sdo responsaveis
pelas eferéncias antinociceptivas, enquanto as “ON-cells” sdo responsaveis pelas
eferéncias pro-nociceptivas (HEINRICHER et al., 2009).

A modulacdo bidirecional da nocicepcédo é observada em situacdes de medo e
estresse intensos, que refletem no sistema descendente de inibicdo e estdo associados
a diminuicdo da responsividade ao estimulo nociceptivo (hipoalgesia) (HEINRICHER et
al., 2009) e na inflamacao, que leva ao fendtipo de reducdo do limiar nociceptivo
(alodinia) e de aumento da responsividade ao estimulo nociceptivo (hiperalgesia)
(HEINRICHER et al., 2009; WOOLF, 2011).

A manutencdo da homeostase entre os sistemas de inibicdo e de facilitacdo da
transmissao nociceptiva possibilita variacbes ndo patolégicas no limiar nociceptivo
(VANEGAS; SCHAIBLE, 2004; YOU et al., 2010), o qual é definido como o grau
minimo de estimulo que é percebido pelo organismo como dor (MERSKEY et al.,
1994). Se tratando de variacdes patolégicas no limiar nociceptivo, as alteracbes
plasticas nos mecanismos regulatérios podem alterar cronicamente o processamento
da dor, levar ao desbalanco na facilitacdo e inibicdo nociceptiva e consequentemente
ao estado de dor crbnica (ZEILHOFER, 2005).

A dor crbnica é um dos maiores problemas da saude publica, que, além de
afetar diretamente a qualidade de vida de milh6es de pessoas, esta associado a um
gigantesco impacto econdémico (PORRECA; OSSIPOV; GEBHART, 2002; GASKIN;
RICHARD, 2012). Problemas também s&o observados no tratamento, pois a taxa de
sucesso é de cerca de apenas 30% (BORSOOK; BECERRA; HARGREAVES, 2011).
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Para tal, compreender os mecanismos de modulacdo da dor, alvo da maioria dos
farmacos para tratamento da dor crénica, se mostra de grande relevancia para o
desenvolvimento de terapias mais eficazes.

As principais origens do processamento nociceptivo alterado se concentram na
liberacdo de citocinas inflamatorias, consequéncia da ativagdo crbnica do sistema
imune (dor crbnica de origem inflamatdria) e na lesdo neural (dor croénica de origem
neuropatica) (APKARIAN, 2008). Dentre as caracteristicas fenotipicas observadas na
dor crbnica, e que correspondem a uma percepcdo dolorosa alterada, estdo: dor
espontanea, hiperalgesia e alodinia (APKARIAN, 2008). A dor espontanea é
caracterizada por ativacdo da fibra nociceptiva na auséncia de um estimulo nociceptivo
(BENNETT, 2012) e, como explorado nos paragrafos anteriores, a hiperalgesia e
alodinia sdo caracteristicas observadas quando ha reducdo no limiar nociceptivo
(MERSKEY et al.,, 1994). As alteragbes descritas culminam na amplificacdo da
percepcao dolorosa e se relacionam com a diminuigdo na qualidade de vida observada
no individuo com dor cronica.

A dor cronica se desenvolve a partir de um processo, a cronificacdo da dor.
Neste ambito, modificacBes encefalicas e periféricas sdo necessarias. Ja foi observado
que, a nivel molecular, um mecanismo de plasticidade sindptica, caracterizado como
potenciacdo de longa duracdo (LTP, do inglés “long term potentiation”) pode ser
observado em diferentes regiées e mediado por diferentes mecanismos (PORRECA,;
OSSIPOV; GEBHART, 2002; LUO; KUNER; KUNER, 2014). No corno dorsal da
medula espinhal, leva a um aumento na eficiéncia da transmissao glutamatérgica e,
como consequéncia, ocorre a diminuicdo do limiar de disparo das fibras que ascendem
da medula espinhal transmitindo a informacéo nociceptiva ao encéfalo (LUO; KUNER;
KUNER, 2014). Nas “ON-cells” do RVM ocorre o aumento no nimero de receptores
NMDA, que leva a uma prevaléncia de eferéncias descendentes que facilitam a
transmissao da informacdo nociceptiva na medula espinhal (PORRECA; OSSIPOV;
GEBHART, 2002). Neste contexto, ainda foi demonstrado que pessoas com um
sistema descendente inibitério menos eficiente possuem maiores riscos de

desenvolvimento de um quadro de dor cronica (YARNITSKY et al., 2008).
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Como os centros descendentes de modulacdo recebem aferéncias encefalicas,
h& influéncia de sistemas encefélicos relacionados a persisténcia de entradas
nociceptivas e a promocdo de um estado pré-nociceptivo crénico (PORRECA;
OSSIPOV; GEBHART, 2002). Neste ambito, ja foi observado que: a amigdala sofre
neuroplasticidade em situacbes de dor persistente (NEUGEBAUER et al.,, 2004), o
aumento da conectividade entre o PFC e o NAc pode predizer o processo de
cronificacdo (APKARIAN, 2008; BALIKI et al., 2012), e os mecanismos dopaminérgicos
do NAc sao essenciais para a transicdo da dor aguda para a dor cronica (APKARIAN,
2008; CHANG et al., 2014; DIAS et al., 2015). O NAc possui projecoes diretas para a
PAG-RVM (CLIFFER; BURSTEIN; GIESLER, 1991), e também para regides superiores
de processamento da dor, como o0 coOrtex somatossensorial, o PFC, o hipocampo, o
talamo, o estriado dorsal, o cortex da insula e o ACC (CHANG et al., 2014). Regides
gue ndo sao exclusivas ao processamento nociceptivo, possuem também funcbes
relacionadas a aprendizagem, a adicdo e a recompensa (APKARIAN, 2008). O que
reflete em diversas hipéteses que relacionam mecanismos de adicdo e de
aprendizagem com a cronificacdo da dor (APKARIAN, 2008; ELMAN; BORSOOK,
2016).

Subsequente as mudancas plasticas ocorridas na cronificacao, a dor passa a ser
caracterizada como crénica. Na dor cronica sdo observadas novas alteracdes plasticas,
gue culminam também no estado de depresséo, ansiedade e de prejuizos cognitivos
(BAIR et al., 2008; GUREJE, 2008; TAYLOR et al., 2016). O sistema dopaminérgico
passa a apresentar uma menor ligacao aos receptores do tipo D2 de dopamina (WOOD
et al., 2007; TAYLOR et al., 2016), uma menor expressao de receptores de dopamina
dos tipos D1 e D2 (CHANG et al., 2014), uma diminuicdo na ativacdo da VTA, um nivel
de DA reduzido (CHANG et al.,, 2014) e um regulagdo tonica de dopamina (DA)
deficiente (WOOD et al., 2007). Alteracbes que caracterizam um estado de hipofuncéo
dopaminérgica (TAYLOR et al., 2016). Além de atrofia em multiplas regiées corticais
(GRACHEV; FREDRICKSON; APKARIAN, 2000; APKARIAN et al., 2004).



20

2.2  MODELO DE HIPERALGESIA INFLAMATORIA CRONICA

As diferentes origens da dor crbnica e caracteristicas individuais de percepc¢éo
dolorosa dificultam o entendimento do processo de cronificacdo da dor (APKARIAN,
2008). Contudo, estudos em diferentes modelos enriquecem os conhecimentos sobre
0S mecanismos envolvidos e sdo de extrema importancia para a busca de melhores
terapias para a dor cronica. Considerando a dor cronica de origem inflamatéria, Ferreira
e colaboradores (1990), desenvolveram um protocolo que utiliza o potencial de
sensibilizagdo da PGE:2 para induzir um estado cronico de hiperalgesia e possibilitar o
estudo das modificagbes relacionadas ao processo de cronificagao.

O modelo conta com 14 dias de injecao subcutanea de PGE: na pata traseira do
animal (fase de inducéo), e foi observado que, apds cessarem as injecdes, o efeito pro-
nociceptivo se mantém por, pelo menos, 30 dias (fase de manutencéo). Ainda, se as
injecOes de PGE:2 forem associadas a intervencdes que facilitam a cronificacdo da dor,
apenas 7 inje¢cfes diarias sdo necessarias para induzir o estado cronico (DIAS et al.,
2015).

A sensibilizacdo persistente do nociceptor, proporcionada pelas injecdes diarias
de PGE:z, leva a mecanismos de plasticidade e consequente cronificacdo da dor
(MIRANDA et al., 2015). Os mecanismos envolvidos nas modificagbes do neurdnio
nociceptivo primario sdo os mais conhecidos neste modelo, e eles se baseiam no
aumento de cAMP (adenosina monofosfato ciclico) que, na exposi¢cao prolongada,
aumenta a ativacao e transcricao de PKA (proteina quinase A) e PKC (proteina quinase
C (VILLARREAL et al.,, 2009). PKA e PKC sao proteinas quinases capazes de
fosforilar, entre outras moléculas, canais de sédio 1.8 dependentes de voltagem (Nav
1.8) e também aumentar a sua transcricdo (VILLARREAL et al.,, 2009). Neurdnios
priméarios que expressam Nav 1.8 ainda sensibilizam neurénios de segunda ordem
encontrados no corno dorsal da medula, pela liberacdo de fatores neurotréficos que
afetam receptores NMDA (N-metil-D-aspartato) e contribuem para a hiperalgesia
inflamatdria (ZHAO et al., 2006; ZHAO; PHILLIPS; CONSTANTINE-PATON, 2006).

A plasticidade ocorre em diferentes niveis, uma modulacédo central dependente
de dopamina no NAc foi demonstrada por Dias e colaboradores (2015). Observando

gue o sistema dopaminérgico participa como facilitador de processos de cronificagéo



21

por meio da ativagcdo de receptores D2 e Di presentes no NAc, no periodo de
estabelecimento da hiperalgesia persistente (fase de inducdo). A ativacdo de
heterodimeros de receptores D2/D:1 para dopamina também estdo envolvidos na
plasticidade sinaptica, por levar ao aumento da sinalizacao de calcio (HASBI; O’'DOWD;
GEORGE, 2011; PERREAULT et al., 2011).

2.3 SONO E DISTURBIOS DE SONO

O estado de vigilia possui consideravel vantagem evolutiva (BROWN et al.,
2012), pois permite a interacdo com o ambiente. O sono é componente vital para a
manutencado da homeostase do organismo, muito embora, suas funcdes ainda sejam
um mistério. A possibilidade de diferenciacdo entre estes dois estados, de sono e de
vigilia, se da pelo padrdo variavel da atividade elétrica em regiGes corticais e
subcorticais (BUZSAKI; DRAGUHN, 2004; BROWN et al., 2012), o que leva a
classificagdo em “ondas”, utilizando o eletroencefalograma (EEG) (BUZSAKI;
DRAGUHN, 2004; BROWN et al., 2012), e posterior agrupamento em ondas
caracteristicas do estado de vigilia e do estado de sono. Ainda, ambos os estados, de
vigilia e de sono, possuem caracteristicas ciclicas e, juntos, classificam-se como um
ritmo circadiano.

De maneira generalista, a regulacdo dos ritmos circadianos € orquestrada por
genes relégio que, por meio de alcas de feedback, possuem expressdo que oscila e
influéncia genes tecido especificos, levando a alteracdes fisioldégicas ao longo do dia.
Oscilacdes estas que controlam varios processos fisiologicos em que a manutencéo de
uma ritmicidade é necesséaria para o funcionamento ideal do organismo (VOIGT;
FORSYTH; KESHAVARZIAN, 2013). Com relacdo ao ciclo sono-vigilia, ndo ha uma
explicacdo completa sobre a necessidade de variacbes na atividade elétrica cortical.
Contudo, muito se discute sobre a influéncia de diferentes padrdes de atividade para
processos cognitivos como: aprendizagem, consciéncia e memoria (BROWN et al.,
2012). Ainda, alteragbes ndo relacionadas a atividade elétrica, como 0 sistema
glinfdtico e a variacdo da permeabilidade da barreira hematoencefalica, séo

observadas como varia¢des do ciclo sono-vigilia.
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Para que o padrao fenotipico de sono e de vigilia seja obtido, ha influéncia de
diversos circuitos neurais que se inter-relacionam (OH et al., 2019). A inducéo da vigilia
conta com sistemas como: o0 sistema noradrenérgico, no Locus Coeruleus, o0 sistema
serotoninérgico, no Nucleo da Rafe, o sistema dopaminérgico, na VTA, o sistema
histaminérgico, no nucleo tubero mamilar e o sistema colinérgico no prosencéfalo
(SCAMMELL; ARRIGONI; LIPTON, 2017). Quando ativadas, estas vias mandam
eferéncias para regides como o hipotalamo, o tdlamo e o cértex, e possibilitam a
manutencao do padrao fenotipico da vigilia (SCAMMELL; ARRIGONI; LIPTON, 2017).
J4, durante o sono ocorre a inibicdo dos nucleos promotores da vigilia, via aferéncias
de neurbnios GABAérgicos localizados no nucleo pré-optico do hipotalamo e via
moléculas inibitérias produzidas nos nucleos promotores da vigilia (BROWN et al.,
2012).

A regulacdo do ciclo sono-vigilia ocorre por meio do balango entre o processo
circadiano e os fatores homeostaticos (BORBELY, 1982; BROWN et al., 2012;
BORBELY et al., 2016; OISHI et al., 2017), o que possibilita a interacédo entre meio
externo e metabolismo celular (BROWN et al., 2012). O processo circadiano € comum
aos ritmos circadianos, como descrito anteriormente, e possui como figura central os
genes relogio localizados no nucleo supraquiasmatico. J& o fator homeostéatico €
regulado por metabdlitos que se acumulam ao longo da vigilia, influenciam os circuitos
neurais relacionados a inducédo do sono e, ao longo do periodo de sono, diminuem sua
concentracdo (OISHI et al., 2017). Dentre os metabdlitos a adenosina possui figura
central, mas, oxido nitrico, prostaglandinas e outras citocinas também estao
relacionadas (BROWN et al.,, 2012). Observa-se a necessidade do sono para a
variacdo ciclica dos fatores homeostaticos, pois, 0S mesmos nhecessitam de
mecanismos que ocorrem no sono para diminuir sua concentracéo tecidual (OISHI et
al., 2017), levando a uma maior influéncia do controle homeostatico nas alteragdes
relacionadas a diminuicdo do tempo de sono, culminando ainda na necessidade do
periodo de rebote/recuperacdo de sono. Além destes mecanismos regulatérios, as
areas que induzem os estados de sono e de vigilia sdo comuns a outros

processamentos neurais, 0 que possibilita a influéncia de alteracbes cognitivas,
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emocionais, sensoriais e metabdlicas no ciclo sono-vigilia (SAPER; CANO;
SCAMMELL, 2005; OISHI et al., 2017; SCAMMELL; ARRIGONI; LIPTON, 2017).

A sociedade de 24 horas tornou natural a reducdo voluntaria do tempo de sono
(CHHANGANI et al., 2009). Observa-se uma reducédo de aproximadamente uma hora e
meia de sono por noite, quando comparado ao inicio do século passado (WALSLEBEN
et al.,, 2004; CHHANGANI et al.,, 2009). Esta diminuicdo é reflexo da evolucéo
tecnoldgica, econbmica e social, que, por conta da demanda de horarios de trabalho
(KORITALA; CAKMAKLI, 2018), da grande diversidade tecnoldgica relacionada ao
entretenimento e a invasao da luz no periodo noturno, leva a maiores situacées de
restricdo de sono. Estes exemplos de situagfes, juntamente com patologias de origem
organica, compdem as diversas situacdes em que se observa desregulacdo no sono.
Os dados epidemiolégicos ainda demonstram a frequéncia alarmante em que o0s
distarbios estdo distribuidos na populacdo, que, segundo pesquisas epidemioldgicas
realizadas pelo instituto de sono de S&o Paulo (EPISONO), cerca de 77% da
populacdo da cidade de S&o Paulo sofre com algum disturbio relacionado ao sono. As
consequéncias sdo observadas a nivel individual e coletivo (VETTER, 2018). Como
exemplo: gastos individuais e globais com doengas relacionadas, acidentes de
trabalho, perda de produtividade e desemprego.

A diminuicdo no periodo de sono leva a consequéncias na homeostase
enceféalica, culminado em modificacdes plasticas em diversos circuitos. Com um intuito
evolutivo de reduzir os diversos prejuizos relacionados a diminuicdo no periodo de
sono, ocorrem alteracdes que levam a inibicdo dos mecanismos da vigilia, propiciando
assim o periodo de sono rebote (BROWN et al., 2012). Como discutido, o0s
mecanismos relacionados a inducdo e manutencédo da vigilia sdo comuns a diversos
processos neurais, 0 que leva a diversas alteragbes fenotipicas relacionadas a
plasticidade ocasionada pela restricdo de sono (SPIEGEL; LEPROULT; VAN CAUTER,
1999; KILLGORE; BALKING; WESENSTEN, 2006; KNUTSON et al, 2007,
MULLINGTON et al., 2009), culminando ainda em patologias como: hipertenséao
(ALTMAN et al., 2012; KIM et al., 2013), obesidade (HART et al., 2013) e depressao
(VOLKOW et al., 2008).
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2.4  INTERSECCOES FISIOPATOLOGICAS ENTRE DOR E SONO

Como discutido nas sec¢fes anteriores, ndo ha exclusividade de funcéo entre os
circuitos neurais, mas sim sobreposicdo de funcdes e sistemas. Como exemplo os
sistemas monoaminérgicos, que estdo relacionados a locomocgédo, ao sistema de
recompensa, a modulacdo da dor e ao ciclo sono-vigilia (SCAMMELL; ARRIGONI;
LIPTON, 2017).

Com relacéo as interseccdes funcionais relacionadas a modulacéo da dor e ao
ciclo sono-vigilia, encontra-se exemplos na acdo de medicamentos para dor
neuropatica, como pregabalina e gabapentina (analogas ao GABA), que causam
sonoléncia (LI et al., 2019); em medicamentos para tratamento de disturbios de sono,
como oxibato de sédio (depressor do SNC), que demonstram efeitos no tratamento de
fiboromialgia (SPAETH et al., 2012); em patologias, como no Parkinson, que apresenta
alteracdes do sono e de percepc¢éao dolorosa (BLANCHET; BREFEL-COURBON, 2018;
BAUMANN, 2019); e em intervencfes experimentais, como diminuicdo do tempo de
sono produzir um efeito pro-nociceptivo em ratos (TOMIM et al., 2016; SARDI et al.,
2018a, 2018b).

Com relacéo a fisiopatologia, diversos estudos epidemioldgicos ja observaram
uma relacdo bidirecional entre patologias relacionadas a dor e ao sono; a dor altera o
sono e disturbios do sono alteram a percepcao dolorosa (VANINI, 2016). Estudos de
correlacdo observaram que: disturbios do sono estdo presentes em até 88% dos
pacientes com dor cronica (MORIN et al., 2006; CHEATLE et al., 2016) e pelo menos
50% dos individuos com insénia sofrem de dor cronica (TAYLOR et al.,, 2007).
Disturbios de sono possuem relacdo direta com a severidade com que a dor é
percebida em pacientes com dor crénica ou apds um quadro inflamatoério (LYNGBERG
et al., 2005; HAMILTON et al., 2008; VANINI, 2016). Ainda, alteracdes no sono séo
caracterizadas como fatores de risco para o desenvolvimento de dor crbnica, quando
associado a lesao traumatica ou cirurgia (CREMEANS-SMITH et al., 2006; SMITH et
al., 2008). Contudo, os mecanismos envolvidos na relacdo ndo sdao completamente
compreendidos.

Estudos recentes do nosso laboratorio demonstraram alguns aspectos sobre a

base mecanicista do efeito pro-nociceptivo da diminuicdo do tempo de sono e se
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concentram em regides supraespinhais. Alteracbes estas que implicam no
funcionamento do sistema de modulacdo descendente PAG-RVM, culminando na
diminuicdo das eferéncias inibitdrias e no aumento das eferéncias que facilitam a dor
(TOMIM et al., 2016); e na atividade de receptores no NAc, onde é observada uma
maior atividade de receptores A2a, de adenosina, e uma menor atividade de receptores
D2, de dopamina (SARDI et al., 2018a). Ainda, estes dois mecanismos se relacionam,
pois o NAc, local onde convergem informacdes encefalicas de diversas areas, manda
eferéncias a PAG e modula o sistema de modulacdo descendente (GEAR; ALEY;
LEVINE, 1999; ZHANG et al., 2013). Em Tomim e colaboradores (2016) ainda foi
demonstrado que, apo6s privacdo de sono REM, a expressdo de c-fos no RVM
aumenta, possivelmente resultado de uma maior ativacéo, e, em Sardi e colaboradores
(2018a), foi demonstrado que uma lesdo na PAG impede o efeito pro-nociceptivo da
restricio de sono total. Novamente, demonstrando a importancia do sistema
descendente PAG-RVM para este efeito.

Ainda a nivel encefélico, regides responsaveis pela dimensao afetiva da dor séo
alteradas, como o ACC e a insula, que demonstram uma menor atividade apés
estimulo doloroso associado a restricdo de sono (TIEDE et al., 2010; KRAUSE et al.,
2019), configurando um possivel prejuizo na percepcao afetiva da dor, motivacdo de
escape e reforco negativo relacionado ao dano (HUNT; MANTYH, 2001; APKARIAN et
al., 2005; BALIKI et al., 2010). O aspecto somatico também se mostra alterado em
experimentos com restricdo de sono em seres humanos, que, realizando ressonancia
magnética funcional, foi observado um aumento na reatividade do cortex
somatossensorial primario a estimulos dolorosos (KRAUSE et al., 2019). Neste estudo
ainda foi observado uma correlacdo em que, quanto maior a reatividade do cortex
somatossensorial ao estimulo nocivo, menor o limiar nociceptivo (KRAUSE et al.,
2019). Além de alteracdes regionais, observa-se que a diminuicdo no tempo de sono
influencia o sistema opioidérgico, levando a uma desregulacdo que culmina na
diminuicéo da eficacia dos medicamentos opioides (NASCIMENTO et al., 2007; TOMIM
et al., 2016). Levando em conta que pacientes com dor crbnica também possuem

alteragdes nos receptores opioides, como diminuigdo do potencial de ligagdo (HARRIS
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et al., 2007), que também implicam na diminuicdo da efichcia do tratamento, a
associacgao entre RS e dor cronica poderia intensificar estas alteracdes funcionais.

Em nivel medular, estudos demonstraram que a privacdo de sono REM possui
mecanismos para proporcionar o estado de hiperalgesia em comum aos observados na
lesdo de nervo, como: reducdo da atividade GABAérgica (WEI et al., 2010), aumento
da atividade glutamatérgica e aumento de éxido nitrico (WEI et al., 2007).

No contexto de resposta inflamatéria, a RS influencia nos marcadores
inflamatorios, e leva a prevaléncia do estado pro-inflamatério. Por exemplo, ja foi
demonstrado que a diminuicdo do tempo de sono em 50% durante 10 dias induz um
aumento nos nives seéricos de IL-6 (interleucina 6) (HAACK; SANCHEZ; MULLINGTON,
2007). Levando em conta que, citocinas inflamatorias, incluindo a IL-6, produzem
hiperalgesia (MCMAHON; BEVAN, 2005), a RS poderia facilitar a hiperalgesia
inflamatéria. De fato, foi demonstrado que a hiperalgesia que se segue por varios dias
apos a injecdo de formalina, um agente pro-nociceptivo inflamatério amplamente
utilizado, é aumentada em intensidade e duracdo quando associada a restricdo aguda
de sono (VANINI, 2016). Isto sugere que diminuicdo no tempo de sono associada a um
quadro inflamatério prolonga o periodo de recuperacdo e poderia, teoricamente,
contribuir para o desenvolvimento de um quadro cronico (TOMIM et al., 2016; VANINI,
2016).

Portanto, a diminuicdo do tempo de sono tem efeitos marcantes sobre 0 sistema
nociceptivo. E incontestavel que aumente a sensibilidade a dor. Mas n&o ha evidéncias
diretas que também contribua para a transicao da dor aguda para crbénica. Este estudo
teve como obijetivo central avaliar a contribuicdo da restricdo de sono para 0 processo

de cronificacdo da dor inflamatoria.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o impacto da restricdo de sono sobre o processo de cronificacdo da dor

inflamatoéria em ratos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar se a restricdo de sono facilita a cronificagdo da hiperalgesia
inflamatéria;

e Determinar o0 impacto da exposicdo prévia a restricio de sono em
concomitancia a estimulos nociceptivos sobre a resposta a novos estimulos

nociceptivos.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1  ANIMAIS

Para a realizacdo dos experimentos foram utilizados ratos Wistar machos,
pesando entre 270 g e 300 g, mantidos em gaiola plastica contendo maravalha, em
ciclo 12h/12h claro e escuro, com temperatura ambiente de 22°C+2 e providos de 4gua
e comida ad libitum. Os procedimentos experimentais foram previamente aprovados
pelo comité de ética em pesquisa animal da Universidade Federal do Parana (CEUA
1279) e seguiram as diretrizes propostas pelo comité da IASP para pesquisa em
animais conscientes (ZIMMERMANN, 1983). Foi utilizado o minimo de animais, apenas
0 necessario para permitir as analises estatisticas (aproximadamente 8 por grupo).

4.2 RESTRICAO DE SONO

A restricdo de sono total (RS) foi realizada a partir do método Gentle Handling
enriquecido (VANINI, 2016; SARDI et al., 2018b), que consiste em utilizar estimulos
gentis e colocar objetos novos na gaiola para manter os animais acordados. Estimulos
como: tocar os animais com um pincel de cerdas macias e mover, gentilmente, a caixa
de experimentacdo em movimentos de gangorra, foram utilizados. Durante a restricao
de sono, de seis horas diarias e por um periodo a depender do desenho experimental,
os animais foram mantidos em comunidade em suas gaiolas habituais com agua e
comida ad libitum. Os grupos controle foram mantidos exatamente nas mesmas

condi¢cBes e ambiente, mas livres para dormir.

4.3 MODELO EXPERIMENTAL DE DOR CRONICA INFLAMATORIA

Para avaliacdo da influéncia da RS no processo de cronificagdo da dor foi
utilizado como base o modelo de hiperalgesia inflamatéria crénica induzida por PGEz,
desenvolvido por Ferreira e colaboradores (1990). Para tal os animais foram
submetidos a uma injecao subcutanea diaria de PGE2 (100 ng / 30 uL) na face dorsal
da pata traseira durante 7 dias, metade do tempo necessario para cronificar, ou por 14

dias, tempo total necessério para cronificar.
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Quando o limiar nociceptivo retornou espontaneamente aos valores basais,
também foi avaliada a resposta a um novo estimulo nociceptivo, utilizando uma injecéo
adicional de PGEx-.

4.4 DROGAS

Prostaglandina E2 (PGE2, 100 ng / 30 pL) (FERREIRA; LORENZETTI; DE
CAMPOS, 1990; DIAS et al., 2015), adquirida da Sigma-Aldrich e diluida em NacCl
0,9%.

4.5 AVALIACAO DO LIMIAR NOCICEPTIVO

Para avaliar o limiar nociceptivo mecanico foi utilizado o teste de retirada da pata
(RANDALL; SELITTO, 1957), no qual um analgesimetro mecéanico (Insight, Brasil)
aplica, uma forca de incremento gradual na face dorsal da pata traseira do animal, até
gue este retire a pata. Quando a pata é retirada o valor da forca maxima aplicada, em
gramas, € registrada. Ao longo dos experimentos o limiar nociceptivo foi definido em
diferentes momentos, a partir da média de duas a trés medidas realizadas.

4.6  AVALIACAO DA ATIVIDADE LOCOMOTORA

A atividade locomotora e comportamento exploratorio foram avaliados utilizando
o teste do campo aberto. O teste consiste em colocar o animal no meio da uma arena
circular (de 1 m de diametro e com 16 quadrantes) e avaliar por quantos quadrantes ele
transita, considerando quatro patas no quadrante. Este parametro foi quantificado
durante cinco minutos. A avaliacdo foi realizada ao final das intervencdes
experimentais, a fim de verificar se qualquer das intervencdes provocaram algum

comprometimento da locomocao espontanea.

4.7  ANALISE DE DADOS

Os dados obtidos foram avaliados por ANOVA de duas vias com medidas
repetidas, seguido pelo pos-teste de Tukey, por ANOVA de uma via com medidas
repetidas ou por teste t com medidas repetidas. Com relacdo ao teste de ANOVA de

duas vias, como medidas dependentes temos o comportamento nociceptivo (limiar
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nociceptivo mecanico), e como medidas independentes os diferentes tratamentos
sendo avaliados ao longo do tempo. O nivel de significancia adotado foi igual ou menor
a 0,05. Os resultados estdo apresentados como média * erro padrdao da média. Para
realizacdo dos calculos estatisticos e confeccdo dos graficos foi utilizado o programa

Sigma Plot.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

51 EXPERIMENTO 1: CARACTERIZACAO DO MODELO DE DOR CRONICA

Com o objetivo de replicar dados da literatura que demonstram que 14 dias de
injecdes diarias de PGE2 induzem hiperalgesia cronica (FERREIRA; LORENZETTI; DE
CAMPOS, 1990), foi avaliado o limar nociceptivo mecénico ao longo do periodo de
injecbes de PGE:2 ou salina (fase de indugdao, limiar nociceptivo avaliado sempre antes
da injecdo diaria) e ao longo do periodo de manutencdo da hiperalgesia (fase de
manutencao). Para tal, foram realizadas intervencdes em dois grupos experimentais,

conforme figura 1.

Teste campo
aberto

BASAL 3 5 7 8 10 12 14 Avaliacdo do limiar
L | ! | I | | ! | | | . | nociceptivo

Grupo . N . e >
NaCl (0,9% s.c.) Injecdo de salina 0,9% (dias)

Grupo

PGE, (100ngs.c.) Injegdo de PGE, (100ng/dia)

Figura 1 - Delineamento experimental para caracterizagdo do modelo de hiperalgesia inflamatéria
crénica induzida por 14 dias de injecdo de PGE:

(FONTE: O autor, 2019).

5.1.1 INJECOES DIARIAS DE PGE2 DURANTE 14 DIAS INDUZEM HIPERALGESIA
CRONICA

ApOs a primeira injecdo de PGEz, o limiar nociceptivo mecéanico retorna ao basal
depois de 24 h (Dia 2 da fase de inducédo, Grafico 1), o que ndo ocorre apds poucas
injecbes subsequentes, uma vez que o limiar nociceptivo pré-injecdo esta
significativamente reduzido no dia 4 da fase de inducdo. O limiar nociceptivo se
mantem reduzido durante todo o periodo de injecdes diarias de PGE: (fase de inducgéo)
e por pelo menos 16 dias apos sua interrupcao (fase de manutencéo) (Grafico 1,
ANOVA duas vias com medidas repetidas, seguido pelo pos teste de Tukey, F tratamento
(1,9) =1023,70, p < 0,001; F tratamento x tempo (14, 126) =63,48, p < 0,001).
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—&— Nadl (0,9% s.c.) (9)
—— PGE, (100ng s.c.) (6)
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Limiar mecanico de retirada de pata (g)

20 7 Fase de indugio Fase de manutencdo

40

T
12 4 7 10 14 16 18 20 22 24 26 28 30

Tempo (dias)

Grafico 1: Efeito pré-nociceptivo induzido por 14 inje¢des diarias de PGE: - As injecbes de PGE:
(100ng s.c.) foram realizadas diariamente durante os 14 dias da fase de inducao (parte sombreada). O
limiar nociceptivo mecénico foi aferido antes das injecbes diarias, durante a fase de indugdo da

%k

hiperalgesia persistente. O simbolo indica reducao significativa do limiar nociceptivo em um mesmo
momento (ANOVA de duas vias com medidas repetidas, seguido pelo teste de Tukey p<0,05). Neste e
em todos os demais experimentos: I. O nimero amostral de cada grupo é demonstrado entre parénteses
na legenda do grafico; Il. Os dados séo expressos como média +/- E.P.M. do limiar nociceptivo mecanico
de cada grupo; lll. A parte sombreada em cada gréafico representa o periodo de inje¢bes diarias de PGE:

ou NacCl.

Este resultado estd de acordo com dados anteriores da literatura que
demonstram que o limiar nociceptivo se mantém reduzido por, pelo menos, 30 dias
apos a interrupcéo das injecdes de PGE2 (FERREIRA; LORENZETTI; DE CAMPOS,
1990; DIAS et al., 2015), o que caracteriza hiperalgesia cronica. Entre as vantagens

desse modelo de dor crbnica esta a possibilidade de estudar os mecanismos que
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influenciam o processo de cronificacdo da dor. Por exemplo, se durante a fase de
inducdo, as injecdes diarias de PGE2, forem associadas a intervencdes experimentais
gue facilitam o processo de cronificacdo da dor, a hiperalgesia crénica se desenvolve
apos apenas sete injecdes (DIAS et al., 2015). Ao contrario, se as injecdes diarias de
PGE: forem associadas a intervengdes experimentais que dificultam o processo de
cronificacdo, a hiperalgesia crénica ndo se desenvolverd, mesmo apdés as 14 injecdes
(DIAS et al., 2015). Outra vantagem desse modelo é que uma vez que a hiperalgesia
tenha se tornado crbnica, ela se mantém na auséncia de influéncia periférica, ou seja,
ndo estd associada a manutencao de lesdo tecidual, como em modelos de neuropatia
ou de doenca articular, por exemplo. Essa desconexdo entre dor cronica e leséo
tecidual é um achado comum em diversas condicdes clinicas, o que se atribuiu a
alteracdes plasticas no sistema nociceptivo que garantem a manutencdo da dor na
auséncia de lesdo identificavel (SLUKA; CLAUW, 2016). Portanto, este modelo
mimetiza uma das caracteristicas de mais dificil compreensdo da dor crénica: a
plasticidade do sistema nociceptivo que se desenvolve apds sua ativacado persistente.
Durante esta fase, € possivel estudar os mecanismos responsaveis pela manutencéo
da dor e, com isso, identificar estratégias para reverter a dor crénica que ja tenha se
desenvolvido.

Com relacdo ao efeito das intervencdes experimentais sobre a atividade motora
espontanea, nao foi observado diferenca estatistica no teste de campo aberto quando
comparado os dois grupos experimentais (teste t com medidas repetidas, p = 0,833;
dados em anexo).

52 EXPERIMENTO 2: RS ASSOCIADA A INJECOES DIARIAS DE PGE:
DURANTE 7 DIAS

Com o objetivo de testar a hipotese de que a RS facilita o processo de
cronificacdo da dor, foi realizada associacéo entre RS e injecdes diarias de PGE:2 por 7
dias. Para tal, foram realizados experimentos em quatro grupos experimentais com

diferentes condi¢bes de tratamento conforme figura 2.
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Teste campo

aberto
BASAL 3 5 7 Avaliacdo do limiar
| | | | | | | nociceptivo
Grupo Procedimento controle (dias)
NaCl (0,9% s.c.) Injecao de salina 0,9%
Grupo Procedimento controle

PGE; (100ng s.c.) Injegﬁo de PGEE (100ng/diz)

Restricao de sono (6h/dia)

Grupo
RS +NaCl (0,9% s.c.) Injecdo de salina 0,9%
Grupo Restricao de sono (g, qia)
RS + PGE; (100ng s.c.) Injegéo de PG E2 (100ng/dia)

Figura 2 - Delineamento experimental para testar a hip6tese de que a associagao entre RS e PGE»

durante 7 dias é suficiente para induzir hiperalgesia inflamatéria crénica em ratos.

(FONTE: O autor, 2019)

5.2.1 RS ASSOCIADA A INJECOES DIARIAS DE PGE: DURANTE 7 DIAS NAO
INDUZ HIPERALGESIA CRONICA, MAS DIFICULTA O RETORNO AO LIMIAR BASAL

Tanto as injecdes diarias de PGE:2 por 7 dias, quanto a RS por 7 dias ndo
induzem hiperalgesia cronica, conforme demonstrado pelo rapido retorno ao limiar
nociceptivo basal, apos a interrupcao destas intervencoes (Gréafico 2, ANOVA duas vias
com medidas repetidas, seguido pelo pés teste de Tukey, F tratamento (3, 25) = 220,94, p
< 0,001; F tratamento x tempo (36, 300) = 44,77, p < 0,001). A associacdo de ambas as
intervencdes, ou seja, a exposi¢cdo concomitante a RS e as inje¢des diarias de PGE:2
por 7 dias também nao induz hiperalgesia crénica. No entanto, o retorno ao limiar basal
apos a interrupcao das intervencdes se da de forma progressiva e muito mais lenta
(Grafico 2).
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—#— NaCl(0,9% s.c.)(5)
—o— PGE5 (100ng 5¢)(8)

—w— RS +NaCl (0.9% 5.c.) (8)
—— RS +PGE, (100 ngs.c)(8)

140 ~
130
120
110
100
20
80
70
60

50 H

RS Rebote de sono

Limiar Mecanico de retirada da pata (g)

40 T T T T T
Basal 3 5 7 8 10 12 14 16 18 20 22 24

Tempo (dias)
Grafico 2: Efeito pro-nociceptivo induzido pela associacdo entre RS e PGE; durante 7 dias - ARS
foi imposta aos animais por 6 h diarias, com inicio as 7h da manh&. As inje¢cbes de PGE: foram
realizadas no inicio do periodo de RS, apés a mensuracdo do limiar nociceptivo. Estas intervencdes
foram realizadas por 7 dias consecutivos. O simbolo “*” indica redugéo significativa do limiar nociceptivo
guando comparado ao grupo controle que recebeu apenas inje¢bes de 0,9% NaCl s.c.. O simbolo “+”
indica limiar nociceptivo significativamente menor que aquele de todos os demais grupos (ANOVA de

duas vias de medidas repetidas, seguida pelo teste de Tukey p<0,05).

Especificamente, enquanto nos animais submetidos a 7 dias de RS ou de
injecBes diarias de PGE: o limiar nociceptivo retornou ao valor basal em torno de 4 a 6
dias ap6s a interrupcdo das intervencdes, nos animais submetidos concomitantemente

as duas intervencdes esse retorno so ocorreu apos 17 dias (Tabela 1).
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TEMPO PARA RETORNO AO LIMIAR BASAL

Grupo Tempo Média £ EPM P (teste t)
PGE, (100ng s.c.) 40 diaasjji;jecéo Eiggg i ;81? 0,069
RS + NaCl (0,9% s.c.) co :25:;5 s Eg:gg i i:ig; 0,461
RS + PGE, (1008 5.¢) | 14 410 piﬁ:;géo e Eg:g;; i 2:2;21 0,499

Tabela 1 - Tempo de retorno ao limiar basal apés 7 dias de RS associada a inje¢6es diarias de
PGE, - O tempo necessario para retorno ao limiar nociceptivo pré-experimento (“BASAL”), apos as
diferentes intervencdes experimentais, varia conforme o grupo. O primeiro dia no qual o limiar
nociceptivo ndo diferiu do limiar basal (teste t p>0,05) caracteriza o dia de retorno ao limiar pré-

experimento. Ver figura 2 para detalhes a respeito do delineamento experimental.

Estes resultados sugerem um efeito aditivo entre os mecanismos pré-
nociceptivos da RS e das injecbes de PGE2, que, apesar de ndo ser suficiente para
induzir hiperalgesia cronica, induz um estado de hiperalgesia mais duradouro, apés
cessarem os estimulos pro-nociceptivos.

Com relacdo ao efeito das intervengdes experimentais sobre a atividade motora
espontanea, nao foi observado diferenca estatistica no teste de campo aberto quando
comparado os quatro grupos experimentais (ANOVA de uma via com medidas

repetidas, p = 0,082; dados em anexo).

53 EXPERIMENTO 3: EFEITO TARDIO DA RS ASSOCIADA A INJECOES
DIARIAS DE PGE2 DURANTE 7 DIAS

Uma vez que néo foi demonstrada acao facilitadora, como esperado, sobre o
processo de cronificacdo da dor quando a RS foi associada a inje¢cfes diarias de PGE-2
durante 7 dias, nos perguntamos se esta associacdo poderia levar a alteracdes
plasticas duradouras no sistema nociceptivo, de forma que a resposta a estimulos

nocivos posteriores fosse alterada. Para avaliar essa possibilidade, quando todos os
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grupos retornaram ao limiar nociceptivo basal, no dia 17 apo6s a interrupcédo das
intervencgdes, uma nova inje¢éo de PGE:2 (ou NaCl) foi realizada, conforme figura 3.

Delineamento do experimento da figura 2
]

BASAL 3 5 7 r Dia 24
| 1 | | | | | _____ / / _________________________ »

Grupo (dias)
NaCl (0,9% s.c.) NacCl 0,9%
Grupo
PGE, (100ng s.c.) PGE, 100ng
Grupo
RS + PGE, (100ng s.c.) PGE; 100ng

Figura 3 - Delineamento experimental para avaliar o efeito tardio da RS associada a injecdes de
PGE; durante 7 dias.

(FONTE: O autor, 2019)

5.3.1 RS POR 14 DIAS ASSOCIADA A INJECOES DIARIAS DE PGE2 DURANTE 7
DIAS NAO PRODUZ EFEITOS TARDIOS IDENTIFICAVEIS NO SISTEMA
NOCICEPTIVO

A nova inje¢cdo de PGE: (dia 24) reduziu de forma semelhante o limiar
nociceptivo em ambos 0s grupos; esta reducdo nao difere daquela induzida pela
primeira injecdo de PGE: (dia 1) que esses animais receberam (Grafico 3 ANOVA
duas vias com medidas repetidas, seguido pelo pés teste de Tukey, F tratamento (2, 18) =
67,29, p < 0,001; F tratamento x tempo (8, 72) = 26,18, p < 0,001). Portanto, a exposi¢ao
prévia a RS associada as injecoes diarias de PGE:2 por 7 dias ndo altera
significativamente a intensidade da resposta hiperalgésica aguda induzida por uma
nova injecao de PGE2. Aléem disso, o limiar nociceptivo em ambos 0S grupos retornou
ao valor basal 24h ap0s a inje¢do. Concluindo que a duragdo da resposta hiperalgésica

aguda também nao foi alterada.
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B 1 acl (0.9% s.c.)(5)
] PGE5 (100 ngs ) (8)
[ RS+ PGE, (100 ng 5.¢.) (8)

140 -
130 - =
120
110 -
100 .
90 - T

80

50

Limiar Mecéanico de retirada da pata (g)

0 a1 Dia 1 Dia 24 Dia 24 Dia 25
Basal 3h pos-injecéo pré-injecéo 3h pds-injecdio  24h pés-injecdo
Grafico 3: Efeito de uma nova injecdo de PGE; em animais previamente expostos a RS e/ou
injecOes de diarias de PGE; durante 7 dias - O conjunto de barras da esquerda representa o limiar
nociceptivo dos diferentes grupos antes e 3h apéds a primeira injecdo de PGE:2 ou NaCl (“Dia 1”). ARS e
as injecdes de PGE: continuaram até o dia 7, sendo interrompido a partir do dia 8 (ver figura 3 com o
delineamento experimental para detalhes adicionais). No momento em que o Ultimo grupo retornou ao
limiar nociceptivo basal pré-experimento (“Dia de retorno ao basal”, ver tabela 1), uma nova inje¢do de
PGE: foi realizada e o limiar nociceptivo foi mensurado 3h e 24h apds a injegdo. O simbolo “*” indica
limiar nociceptivo mecéanico significativamente menor quando comparado ao grupo controle NaCl (0,9%

s.c.) (ANOVA de duas vias de medidas repetidas, seguida pelo teste de Tukey p<0,05).

5.4 EXPERIMENTO 4: RS POR 14 DIAS ASSOCIADA A INJECOES DIARIAS DE
PGE2, DURANTE OS 7 DIAS FINAIS

Com o objetivo de determinar se um periodo maior de RS facilitaria a
cronificacdo da dor, os animais foram submetidos a 14 dias de RS associada a injecdes
diarias de PGE: durante os 7 ultimos dias. Para tanto, foram realizados quatro grupos

experimentais com condi¢des de tratamento conforme descrito na figura 4.
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Teste campo

aberto
BASAL 3 5 7 8 10 12 14 Avaliacdo do limiar
-t - r - r +r . +r 1+ 1 ____ nociceptivo ____ >
Grupo Procedimento controle (dias)
NaCl (0,9% s.c.) : .
Injecdo de salina 0,9%
Grupo Procedimento controle

PGE, (100ng s.c.) Injecdo de PG Ez —

Grupo Restrigdo de sono (g /gia)

RS + NaCl (0,9% s.c. . .
( ) Injecdo de salina 0,9%

Grupo Restricdo de sono (6h/dia)

RS + PGE, (100ng s.c.) Injecdo de PG E2 ——

Figura 4 - Delineamento experimental para testar a hipdtese de que a associacéo de 14 dias de RS
com injecbes didrias de PGE, nos 7 ultimos dias é suficiente para induzir hiperalgesia

inflamatéria cronica em ratos.

(FONTE: O autor, 2019)

5.4.1 14 DIAS DE RS ASSOCIADA A 7 INJECOES DIARIAS DE PGE2 NAO INDUZ
HIPERALGESIA CRONICA

A restricdo de sono por 14 dias induz progressiva diminuicdo do limiar
nociceptivo mecanico que se estabiliza por volta do dia 7 de RS (Gréfico 4, ANOVA
duas vias com medidas repetidas, seguido pelo pds teste de Tukey, F tratamento (3, 27) =
307,67, p < 0,001; F tratamento x tempo (30, 270) = 22,93, p < 0,001). Este resultado esta de
acordo com dados anteriores publicados por nosso laboratério (SARDI et al., 2018b).
Como esperado, as injecdes diarias de PGE2, em animais submetidos ao procedimento
controle de RS, também induzem progressiva diminuicdo do limiar nociceptivo
mecanico. Contudo, assim que a RS ou as inje¢des diarias de PGE2 cessam, o limiar
nociceptivo aumenta progressivamente em ambos 0s grupos, até o retorno ao limiar
nociceptivo basal.

Contrariando a hipotese, a associacao de 14 dias de RS e 7 injecOes diarias de
PGE:2 ndo é suficiente para induzir hiperalgesia inflamatoria crénica em ratos, uma vez

gue quando ambos os procedimentos sao interrompidos o limiar nociceptivo aumenta
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progressivamente, embora de forma mais lenta quando comparado aos grupos

submetidos a apenas uma das intervencdes (Grafico 4).

—8— NaCl (0.9% s.c.)(5)

—— PGE5, (100ng s.¢) (B)

—w— RS+ NaCl (0.9% s.c.)(8)
—M RS +PGE; (100ng s .£.)(13)

140 -
130
120
110
100

90

80
70
60 - PGE, ou NaCl
so{ - .

40 T T T LI |_|_____|_|_|_|__|_|_
1 3 5 78 10 12 1415 17 1920 21 22 23 24

Limiar Mecanico de retirada da pata (g)

Tempo (dias)
Grafico 4: Efeito pré-nociceptivo induzido pela associacdo entre 14 dias de RS e injecfes diarias
de PGE; durante os 7 dias finais - A RS foi imposta aos animais por 6 h diarias, com inicio as 7 h da
manha por 14 dias consecutivos. As injecbes de PGE: foram realizadas nos 7 Ultimos dias de RS (parte
sombreada), sempre no inicio do periodo de RS e apds a mensuracdo do limiar nociceptivo. Como o
retorno ao limiar basal ocorre em diferentes dias, a depender do grupo, a evolugédo temporal da resposta
€ interrompida em momentos diferentes, assim que cada grupo retorna ao seu limiar basal pré-
experimento. O simbolo “*” indica limiar nociceptivo significativamente menor comparado ao grupo
controle, que recebeu apenas injecdes de NaCl 0,9% s.c. (ANOVA de duas vias de medidas repetidas,

seguida pelo teste de Tukey p<0,005).

Especificamente, enquanto nos animais submetidos a 14 dias de RS ou a 7
injecdes diarias de PGE: o limiar nociceptivo retornou ao basal em torno de 6 a 7 dias
apos a interrupcéo das intervencdes, nos animais submetidos concomitantemente as

duas intervengdes esse retorno demorou 10 dias (Tabela 2).
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TEMPO PARA RETORNO AO LIMIAR BASAL

Grupo Tempo Média £ EPM P (teste t)

BASAL 128,000 + 1,135

PGE; (100ng s.c. 3 > ! ! 0,079
2 & ) 6° dia pos injecdo 123,200 +£ 1,594
BASAL 122,625 + 0,447

0, ’ r
RS + NaCl (0,9%s.c.) 72 dia pés RS 118,125 + 3,531 0,250
RS + PGE. (100 BASAL 127,359 + 1,417 0.598
+PGE2(100ng s.c.) | 100 gia pos injecio + RS 125,500 + 2,930 ’

Tabela 2 - Tempo de retorno ao limiar basal apés 14 dias de RS associada a 7 inje¢cdes diarias de
PGE,. O tempo necessario para retorno ao limiar nociceptivo pré-experimento (“BASAL”), apds
intervencdes experimentais, varia conforme o grupo. O primeiro dia no qual o limiar nociceptivo néo
diferiu do limiar basal (teste t p>0,05) caracteriza o dia de retorno ao limiar pré-experimento. Ver figura 4
para detalhes a respeito do delineamento experimental.

Juntos estes resultados demonstram que mesmo em periodo prolongado, de 14
dias, a RS nao facilita a cronificacdo da dor, contrariando, portanto, a hipotese
experimental.

Interessante notar que o efeito aditivo entre os mecanismos pré-nociceptivos da
RS e das inje¢cdes de PGE2, parece perder poténcia quando o periodo de RS é
estendido. Isso por que o limiar nociceptivo retornou ao valor basal mais rapidamente
nos animais submetidos a associacédo de PGE2 com 14 dias de RS (retornou no 10° dia
poés interrupgdo) do que com 7 dias de RS (retornou no 17° dia pés interrupgdo). Além
disso, a associacdo entre PGE2 e 7 dias de RS (grafico 2) induziu diminuicao
significativamente mais intensa do limiar nociceptivo quando comparados a seus
respectivos controles, o que ndo ocorreu com a associacao entre PGE: e 14 dias de
RS (grafico 4).

Com relacéo ao efeito das intervencdes experimentais sobre a atividade motora
espontanea, nao foi observado diferenca estatistica no teste de campo aberto quando
comparado 0s quatro grupos experimentais (ANOVA de uma via com medidas

repetidas, p = 0,173; dados em anexo).
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5.5 EXPERIMENTO 5: EFEITO TARDIO DA RS POR 14 DIAS ASSOCIADA A
INJECOES DIARIAS DE PGE2 DURANTE OS 7 DIAS FINAIS

Uma vez que néo foi demonstrada qualquer acdo facilitadora da RS sobre o
processo de cronificacdo da dor, nos perguntamos se a associacdo RS e injecoes
diarias de PGE: poderia levar a alteracbes plasticas duradouras no sistema
nociceptivo, de forma que a resposta a estimulos nocivos posteriores fosse alterada.
Para avaliar esta possibilidade, assim que cada grupo retornou ao limiar nociceptivo
basal, 0 mesmo foi submetido a uma nova injecdo de PGE2, conforme delineamento

demonstrado na figura 5.

Delineamento experimental da figura 4

BASAL 3 5 7 8 10 12 14 l— Retorno ao limiar BASAL
______________________ >

I () I I I I I A A &
Grupo // (dias)

MaCl (0,9% s.c.) T

Nacl 0,9%

Grupo
PGE, (100ng s.c.) T

PGE, 100ng

Grupo
RS + NaCl (0,9% s.c.)

I ' PGE, 100ng

Grupo
RS+ PGE; (100ng s.c.)

LI PGE; 100
10 dias Cht

Figura 5 - Delineamento experimental para avaliar o efeito tardio da RS por 14 dias associada a

injecOes diarias de PGE; durante os 7 dias finais.
(FONTE: O autor, 2019)

55.1 RS POR 14 DIAS ASSOCIADA A 7 INJECGES DIARIAS DE PGE2 IMPEDE A
INDUCAO DE HIPERALGESIA AGUDA E CRONICA POR NOVAS INJECOES DE
PGE:2

Quando os animais previamente expostos apenas a RS (por 14 dias) ou apenas
as injecdes diarias de PGE:2 (por 7 dias) receberam uma nova injecdo de PGEz, ap0s
terem retornado ao limiar nociceptivo basal (dias 7 e 6, respectivamente), observou-se
o desenvolvimento da hiperalgesia aguda caracteristica de inje¢cdes de PGE2 na pata.
No entanto, quando 0s animais previamente expostos a associacdo entre RS e

injecOes diarias de PGE-z, receberam a nova injecdo de PGE-z, apds terem retornado ao
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limiar nociceptivo basal (dia 10), a hiperalgesia aguda ndo se desenvolveu (Grafico 5,
ANOVA duas vias com medidas repetidas, seguido pelo pos teste de Tukey, F tratamento
(3,27) =31,67, p <0,001; F tratamento x tempo (9, 81) = 45,18, p < 0,001).

I "acl (0.9%s.c)(9)
] PGE2 (100 ngs.c.)(6)

I RS+ NaCl (0.9% sc)(8)
[ RS+ PGE, (100ng 5.¢)(13)

140 -
_ 10 < T
C 130 — _—.—_
& 120 1
o
S 110 -
(1]
o
© 100 *
= * * % *
E g0 - e - T %
[ ]
o *
S 80 ™
=
S
S 701
=
E 60
E
- 50 +
40 : . i : T
Dia 8 Dia 8 Dia de retorno Dia de retarno
pré-injecdo 3h pos4njecio ao BASAL ao BASAL
pré-injecdo 3h pos-injecéo

Gréfico 5: Efeito agudo da PGE2 em animais previamente expostos a RS durante 14 dias e/ou a 7
injecdes diarias de PGE, - O conjunto de barras da esquerda representa o limiar nociceptivo dos
diferentes grupos apds 7 dias de RS ou procedimento controle. Neste dia (“Dia 8”) o limiar nociceptivo foi
mensurado (pré-injecdo), a primeira injecdo de PGE2 do experimento 3 foi administrada e o limiar
nociceptivo foi novamente mensurado apds 3 h (3h pos-injecdo). A RS e as inje¢bes de PGE:
continuaram até o dia 14, quando foram interrompidos (ver figura 5 com o delineamento experimental
para detalhes adicionais). Em cada grupo, quando o limiar nociceptivo retornou ao valor basal pré-
experimento (“Dia de retorno ao basal”, ver tabela 2), uma nova injecao de PGE: foi realizada e o limiar
nociceptivo foi mensurado antes e apds 3h. O simbolo “*” indica limiar nociceptivo significativamente
menor comparado ao grupo controle que recebeu apenas inje¢cdes de NaCl 0,9% s.c. (ANOVA de duas

vias de medidas repetidas, seguida pelo teste de Tukey p<0,05).

Diante desse resultado inusitado, continuamos as injecdes de PGE2, para avaliar
o desenvolvimento da hiperalgesia crénica. Para tanto, foram realizadas mais 13 dias
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de injecBes diarias de PGEz2, totalizando as 14 inje¢cBes necessarias e suficientes para
induzir hiperalgesia crénica em animais controle. Surpreendentemente os animais nao
desenvolveram hiperalgesia crénica. Durante todo o periodo de injecdes diarias, o
limiar nociceptivo foi apenas levemente reduzido (Grafico 6, ANOVA duas vias com
medidas repetidas, seguido pelo pés teste de Tukey, F tatamento (3, 27) = 132,01, p <
0,001; F tratamento x tempo (15, 135) = 23,01, p < 0,001). Este dado sugere que um longo
periodo de RS (nesse estudo, 14 dias) associado a estimulos nociceptivos persistentes
(7 injecdes diarias de PGE2) induz alteracdes plasticas no sistema nociceptivo que
paradoxalmente o protegem de eventos nociceptivos persistentes posteriores.

Alguma plasticidade no sistema nociceptivo também parece ser induzida pelas 7
injecdes prévias de PGE2, pois quando esses animais Sdo novamente expostos a
injecdes diarias de PGE:2, respondem com uma reducdo do limiar nociceptivo
significativamente maior que o0s animais expostos apenas a RS (Gréfico 6) e que
animais que estao recebendo pela primeira vez as injecdes diarias de PGE:2 (dados néo

mostrados).
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Gréfico 6: Efeito persistente da PGE; em animais previamente expostos a RS durante 14 dias
associada a injecdes diérias de PGE; durante os ultimos 7 dias - Assim que cada grupo retornou ao
limiar basal apés a associagdo de 14 dias de RS com 7 injecdes diérias de PGE2, as inje¢des diarias de
PGE: foram reiniciadas e mantidas por um periodo 14 dias. O simbolo “*” indica limiar nociceptivo
significativamente menor quando comparado ao grupo NaCl (0,9% s.c.); o simbolo “+” indica limiar
nociceptivo significativamente menor quando comparado ao grupo previamente exposto a RS + PGE:
(100ng s.c.); o simbolo “#” indica limiar nociceptivo significativamente menor quando comparado ao
grupo previamente exposto apenas a RS (ANOVA de duas vias de medidas repetidas, seguida pelo
teste de Tukey p<0,05).

Embora surpreendentes, os dados da figura 6 podem ser interpretados a luz de
alguns achados recentes da literatura. Sabe-se que ao longo do periodo de vigilia
ocorre o acumulo de metabdlitos e, dentre eles, a adenosina possui um papel
importante na indugéo da pressdo de sono (SIMS; WU; DALE, 2013). O aumento de
adenosina ao longo da vigilia leva a uma maior ativacao de receptores adenosinérgicos
do tipo Az2a, 0 que leva a internalizacdo (FUXE et al., 2002; HILLION et al., 2002) e

diminuicdo da afinidade (FERRE et al., 1991) de receptores dopaminérgicos do tipo D2,
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CO-expressos com os receptores de Aza principalmente em neurénios GABAérgicos do
estriado (MOINE et al.,, 1997). Com uma menor sinalizacdo dopaminérgica por
receptores inibitérios do tipo D2, os neurbnios GABAérgicos se mantém com sua
atividade aumentada, resultando em uma reducédo da atividade motora e do sistema de
recompensa, 0 que gera a hipotese de que a diminuicdo no tempo de sono esta
associada a hipofuncdo dopaminaérgica mesolimbica (VOLKOW et al.,, 2012).
Interessantemente, estes mesmos mecanismos, diminuicdo da atividade de receptores
dopaminérgico do tipo D2 e aumento da atividade de receptores adenosinérgicos do
tipo Aza, também sdo responsaveis pelo efeito pro-nociceptivo da privacdo de sono
(SARDI et al., 2018a). Possivelmente devido a eferéncias do NAc que modulam
diretamente a PAG e promovem a diminuicdo da inibicdo descendente e aumento da
facilitacdo descendente (SARDI et al., 2018a). Ideia que é reforcada por dados que
demonstram que lesdo na PAG impede os efeitos pro-nociceptivos da RS (SARDI et
al., 2018b).

A atividade dopaminérgica mesolimbica implica na atenuacdo da dor aguda,
mas € essencial para o processo de cronificacdo da dor (DIAS et al., 2015). Com
relacdo a influéncia do sistema dopaminérgico para a cronificagdo da hiperalgesia
inflamatéria, foi demonstrado por Dias et al., 2015 que a administracao intra-NAc de
GBR 12909 (inibidor da recaptacédo de DA) facilita a cronificacdo e que a administracao
de antagonista D2 ou D1 intra-NAc impede a cronificagdo. Portanto € possivel que o
efeito protetor da RS sobre o desenvolvimento da dor crénica se deva a plasticidade do
sistema dopaminérgico mesolimbico. Um periodo longo de RS poderia levar a uma
hipofuncao persistente do sistema dopaminérgico que impediria um posterior processo
de cronificacdo da dor. Embora plausivel, essa possibilidade ndo explica por que a
hiperalgesia aguda em resposta a PGE2 também n&o se desenvolve e por que ha a
necessidade de associacdo com um estimulo nociceptivo persistentes (representado
neste estudo por injecdes diarias de PGE>).

Com base nestas informacdes, foi realizado um experimento piloto para testar a
hipotese de que a RS por 14 dias, associada a 7 inje¢cdes de PGE2 nos 7 dias finais,
promove resisténcia ao efeito pro-nociceptivo de novas inje¢cdes de PGE2 por induzir

hipofuncdo dopaminérgica mesolimbica. Com este objetivo, GBR 12909 (inibidor da
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recaptacdo de dopamina) foi administrado intra-NAc com o intuito de aumentar a
neurotransmissao dopaminérgica no NAc e verificar se isso previne a resisténcia ao
efeito das novas injecdes de PGE2. A administracdo intra-NAc de GBR 12909
(0,5nmol/0,25pL) foi realizada um dia apds a interrupcédo das injecbes de PGE: e da
RS, em dois diferentes grupos: por um periodo de 4 dias e por um periodo de 7 dias.

Estes dados preliminares mostram que a administragdo intra-NAc de GBR
12909 por 4 dias previne a resisténcia ao efeito das novas injecdes de PGE:2, pois se
observa o efeito pré-nociceptivo caracteristico quando realizada a nova injecao (dados
preliminares, ndo mostrados). Esse dado sugere que o aumento da neurotransmissao
dopaminérgica no NAc previne os efeitos protetores da associacao prévia entre RS e
injecdo de PGEa.

Por outro lado, a administracdo intra-NAc de GBR 12909 por 7 dias impediu que
0S animais retornassem ao limiar nociceptivo basal. Ou seja, a associagdo de RS
durante 14 dias com injecdo de PGE:2 nos ultimos 7 dias seguidas de 7 dias de GBR
12909 intra-NAc é capaz de levar ao quadro de hiperalgesia inflamatoria crénica (dados
preliminares, ndo mostrados). Embora estes dados preliminares precisem ser
confirmados (os experimentos estdo em fase de expansdo no numero experimental),
eles sugerem que a hipofuncdo dopaminérgica no NAc seja a chave tanto para a
resisténcia ao efeito pro-nociceptivo de novas inje¢cdes de PGE2, quanto para a

inabilidade da RS em facilitar a cronificacédo da dor.

CONCLUSAO

Este estudo demonstrou que a RS néo facilita a cronificacdo da dor em ratos. Ao
contrario, sugere um efeito dual da associacdo entre RS e estimulos nociceptivos
persistentes (representado neste estudo por injecfes diarias de PGE2). Quando a RS
foi associada a estimulagdo nociceptiva persistente durante 7 dias, ocorre um efeito
aditivo: embora a hiperalgesia ndo se torne crénica, ela é mais intensa e duradoura que
em animais submetidos a apenas uma dessas intervencdes isoladamente. Ao contrario,
guando a RS é realizada por 14 dias, associada a estimulacdo nociceptiva persistente
durante os 7 ultimos dias, esse efeito aditivo perde poténcia. Além disso, uma vez que

a resposta nociceptiva tenha retornado aos valores normais, surpreendentemente
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esses animais deixam de responder a novos estimulos nociceptivos. Ou seja, 0s
animais aparentemente se tornam resistentes a dor aguda e ao desenvolvimento da
dor crbnica. Dados preliminares sugerem que uma hipofuncdo dopaminérgica
mesolimbica pode ser a responsavel tanto pela inabilidade da RS associada a PGE:2
em facilitar a cronificacdo da dor, quanto pela resisténcia tardia a dor aguda e cronica.
Por fim, levando em consideracao a alta prevaléncia de disturbios de sono e dor
cronica na populacdo e ainda a taxa de sucesso no tratamento ser de apenas cerca de
30% (BORSOOK; BECERRA; HARGREAVES, 2011), compreender oS mecanismos
através dos quais o comprometimento do sono interfere na sensibilidade a dor e,
principalmente, no processo de cronificagdo da dor se mostra essencial para o
desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas que aumentem 0 sucesso do

manejo desta condicao.
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ANEXO 1 - TABELA TESTE DO CAMPO ABERTO

AVALIACAO DA ATIVIDADE LOCOMOTORA ESPONTANEA

Experimento Grupo Média + EPM P
1 NaCl (0,9% s.c.) 59,40 £1,17 0,833
PGE2 (100ng s.c.) 59,50+2,19
NaCl (0,9% s.c.) 64,80 £ 6,88
5 PGE2 (100ng s.c.) 44,00 £4,77 0,082
RS + NaCl (0,9% s.c.) 61,62 £6,58
RS + PGE2 (100ng s.c.) | 49,62 9,43
NaCl (0,9% s.c.) 64,80 £ 6,88
4 PGE2 (100ng s.c.) 87,40 £ 14,55 0,173

RS +NaCl (0,9%s.c.) | 76,87 +4,79
RS + PGE2 (100ng s.c.) | 65,14 7,70




