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Resumo

A dor neuropética resulta de uma les&o nos sistemas nervoso central ou periférico. E uma
condicdo cronica de elevada prevaléncia, que pode promover estados patoldgicos como
depressdo e ansiedade. Reciprocamente, perturbagdes do humor podem também
intensificar a experiéncia dolorosa. A fisiopatologia da dor neuropatica € de natureza
complexa, multifatorial e ndo estd completamente elucidada.

Este projeto teve trés objetivos principais: 1) A implementacéo, validacdo e caracterizacdo
de dois modelos de dor neuropética em ratinho; 2) A otimizagdo de protocolos
experimentais que permitam realizar os testes de ansiedade ou depressdo no biotério da
Instituicdo de forma a futuramente transpor este tipo de estudo a animais transgénicos; 3)
A avaliacdo de comportamentos indicativos de ansiedade e/ou depressdao nos dois modelos
de dor.

Foram induzidos dois modelos de dor neuropatica em ratinhos C57BL/6, nomeadamente 0
modelo de neuropatia diabética por injecdo de estreptozotocina (modelo STZ) e um
modelo de lesdo traumatica de nervos periféricos (SNI ou spared nerve injury). O
desenvolvimento da patologia e a hipersensibilidade a estimulos indcuos e noéxicos foi
avaliado pelos testes de von Frey em ambos os modelos. Ambos os modelos apresentaram
alodinia mecénica. Posteriormente, foram avaliados comportamentos indicativos de
estados de ansiedade e/ou depressdo em ambos os modelos, ndo tendo sido observadas
diferengas significativas. Avaliou-se se a execucao prévia de testes nociceptivos poderia
influenciar os resultados da avaliacdo da ansiedade e/ou da depressdo. Observaram-se
diferencas significativas entre o grupo experimental submetido a avaliacdo nociceptiva
previamente e 0 grupo somente avaliado para ansiedade e depressdo, em todos 0s testes a
excecdo do teste marble burying. No modelo SNI também foi avaliada, por
imunohistoquimica, a ativacdo de proteinas cinases 1 e 2 reguladas por sinais
extracelulares (ERK 1/2). Verificou-se forte ativacdo de areas encefalicas envolvidas no
processamento afetivo da dor, nomeadamente no cortex cingulado anterior e na amigdala.
Este projeto permitiu a implementacéo, caracterizacdo e otimizacdo de protocolos para 0s
dois modelos de dor em ratinho, assim como o desenvolvimento de condigdes no biotério
necessarias a realizacdo dos testes comportamentais para avaliar a ansiedade e/ou a

depressdo nesses animais.

Palavras-Chave: nocicepcdo, ansiedade, depressdo, dor neuropatica
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Abstract

Neuropathic pain results from injury of the central (CNS) or peripheral nervous systems
(PNS). It is a chronic condition with high prevalence which might lead to other pathologic
states such as depression and anxiety. Reciprocally, these mood disorders can intensify the
painful experience. The physiopathology of neuropathic pain is complex and
multifactorial, and is still not completely elucidated.

This project had three main objectives: 1) The implementation, validation and
characterization of two neuropathic pain models in mice; 2) The optimization of
experimental protocols which allowed to perform the anxiety or depression tests in the
animal house of the institution with the future aim of applying these studies to transgenic
mice; 3) The evaluation of anxiety- and/or depression-like behaviours in the two distinct
pain models.

Two distinct models of neuropathic pain were induced in C57BL/6 mice, namely the
diabetic neuropathy by injection of streptozotocin (STZ model) and one model of traumatic
injury of peripheral nerves (the spared nerve injury or SNI). The development of the
pathologies and of hypersensitivity to innocuous and noxious stimuli were assessed by the
von Frey test in both models. Both models presented mechanical allodynia. Additionally,
the anxiety- and depression-like behaviours were evaluated in both pain models, with no
evidence of significant differences. The effect of previously performing nociceptive tests
on the data obtained in the anxiety and depression evaluation was also assessed. We found
evidence of statistically significant differences between the experimental group previously
subjected to nociceptive evaluation and the group which has just been evaluated for
anxiety and/or depression in all tests with exception to the marble burying. In the SNI
model, the activation of extracellular signal-regulated protein kinases 1 and 2 (ERK 1/2)
was also evaluated by immunohistochemistry. A strong activation in encephalic areas
related to the afective/emotional processing of pain, such as the anterior cingulate cortex
and amygdala, was detected.

This project allowed the implementation, characterization and optimization of
experimental protocols for both pain models in mice, as well as the establishment in the
animal house of the necessary conditions to perform the behavioural tests for evaluation of

anxiety and/or depression in these animals.

Keywords: nociception, anxiety, depression, neuropathic pain
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. Introducéo

1. Dor

i.  Definicdo da dor

Em 1986, a Associacdo Internacional para o Estudo da Dor ou IASP (do inglés
International Association for the Study of the Pain) definiu a dor como sendo “uma
experiéncia multidimensional desagradavel, envolvendo ndo sé uma componente sensorial,
mas também uma componente emocional e que se associa uma lesdo tecidular concreta ou
potencial sendo descrita em fungdo dessa lesao” (Merskey, 1994). Esta definicdo indica
que a dor € um fendbmeno multifacetado, cujo processamento pode ser dissociado em varias
dimensdes, nomeadamente emocional e sensorial. A dimensdo emocional relaciona-se com
o facto de a dor ser uma experiéncia subjetiva, individual, interpretada de acordo com
motivacdes e experiéncias pessoais, sendo inegdvel o sofrimento, quer fisico quer
emocional, inerente a mesma (R. Melzack, 2001). Na sua dimensao sensorial, 0s sistemas
sensitivos de percecdo e modulacdo da dor tém como principal funcéo evitar ou minimizar
lesbes (Le Bars, Gozariu, & Cadden, 2001). Contudo, nem toda a sensacdo dolorosa
apresenta uma funcéo protetora, podendo por vezes ser incapacitante (Woolf & Mannion,
1999). Em alguns casos, a dor esta também associada a processos de plasticidade neuronal
que levam a mudancas responsaveis pelo desenvolvimento de dor crénica, a qual por si s6

é uma doenca (Fornasari, 2012).

A definicdo da IASP foi reformulada de forma a poder ser aplicada a animais, como sendo
“uma experiéncia sensorial aversiva derivada de uma lesdo concreta ou potencial que
provoca reagOes motoras e vegetativas progressivas, resultando em comportamentos de
evasdo e podendo modificar o comportamento especifico das espécies, incluindo o

comportamento “social” (Zimmermann 1986).

ii.  Vias de transmissdo e modulag&o da dor

De uma forma sintética, o processamento da dor depende de vias de transmissdo
sinalizadoras e moduladoras ativadas perante estimulos ndxicos, e da conexao através
dessas vias entre os sistemas nervosos periférico e central (Ossipov, Dussor, & Porreca,
2010).
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No sistema nervoso periférico, as fibras AB, Ad e C dos neurdnios aferentes primarios,
cujos corpos celulares estdo localizados nos ganglios raquidianos (ou DRGs, do inglés
dorsal root ganglia; (Figura 1,b) e trigeminais, sdo responsaveis pela inervacdo de tecidos
cutaneos, 0sso, musculo, tecido conjuntivo, vasos e visceras (Lawson, 2002; Ossipov et al.,
2010). Estas fibras podem ser classificadas segundo os seus alvos periféricos, velocidade
de conducdo, propriedades de resposta e fenotipo neuroquimico (Todd, 2010). As fibras
AP sdo muito mielinizadas e em situacdes normais conduzem unicamente estimulos
mecanicos ndo noxicos (Figura | a,b) (Ossipov et al., 2010). As fibras Ad sdo finamente
mielinizadas, transmitindo consequentemente estimulos a maior velocidade, e ttm como
principal neurotransmissor o glutamato (Figura | a,b). As fibras C ndo sdo mielinizadas,
conduzindo estimulos lentamente, e libertam substancia P (SP, do inglés substance P) e
peptideo relacionado com o gene da calcitonina (CGRP, do inglés calcitonin gene related
peptide) entre outros neurotransmissores (Basbaum, Bautista, Scherrer, & Julius, 2009)
(Figura I a,b). As fibras Ad e C sdo responsaveis pela dete¢do e transmissdo de estimulos
noxicos mecanicos, quimicos e térmicos a neuronios do corno dorsal da medula espinhal
(Figura I, b).

No sistema nervoso central, os neuronios do corno dorsal da medula espinhal também
denominados neurdénios de segunda ordem (Figura I, b), que recebem informacdo
nociceptiva das fibras Ad e C, transmitem por sua vez esta informacgdo nociceptiva para
ndcleos do talamo lateral (i.e. nucleos ventral posterolateral e ventral posteromedial)
através da via ascendente espinho-talamica lateral, para ndcleos do tdlamo medial, através
da via espinho-taldmica medial, e para nacleos do tronco cerebral (i.e. nlcleos da ponte,
formacdo reticular e substancia cinzenta periaqueductal ou PAG (do inglés, periaqueductal
grey area) através das vias espinho-mesencefalica e espinho-reticular. Do talamo lateral o
impulso nervoso converge para 0 coOrtex sensitivo primério onde é percecionada a
informacdo relativa a localizacdo, qualidade, duracdo e intensidade da dor. O tadlamo
medial e alguns nucleos do tronco cerebral estabelecem conexdes com areas limbicas e
corticais, incluindo o coértex pré-frontal (PFC, do inglés prefrontal cortex), cortex
cingulado anterior (ACC, do inglés anterior cingulate cortex ) , cortex insular (IC, do
inglés, insular cortex), cortices somatossensitivo primario (SI) e secundario (SlIl) e a
amigdala (AMYG, do inglés amygdala) (Fornasari, 2012; Yalcin et al., 2011)(figura | c).
Estas areas enceféalicas mais rostrais sdo responsaveis pela codificacdo e integracéo

multidimensional da dor (Grace et al., 2014).
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Figura |- Representacdo do processamento fisioldgico da dor. a) Os estimulos ndxicos sdo transmitidos a
partir da periferia por neuronios aferentes de 12 ordem associados a canais ionicos. A ativacio desses canais
conduz a despolarizacdo da membrana e assim o estimulo externo, que pode ser mecanico, térmico ou
guimico, é transduzido em potenciais de a¢do. b) Os potenciais de a¢do sdo transmitidos para o corno dorsal
da medula espinhal através de fibras Ad e fibras C. A informagdo ¢ transmitida para o tronco cerebral e
nlcleos talamicos via neurdnios de 22 ordem. c¢). A dor resulta da ativagdo de vérias estruturas supraespinhais.
A informacdo dos neurdnios de 22 ordem é transmitida a regibes corticais e subcorticais (setas pretas)
nomeadamente ao cdrtex somatossensitivo 1 (S1), cdrtex cingulado anterior (Porro et al.), amigdala (CeA),
cortex insular (IC) e cortex pré-frontal (PFC). Diversas areas encefélicas contribuem para a modulagéo
descendente da dor (setas cinzentas), tais como a substancia cinzenta periaquedutal (Porro et al.), locus
coeruleus (LC) e a medula rostroventromedial (RVM) (ver também figura 1) TRPA, TRPM, TRPV - sdo
canais ionicos designados de TRP (do inglés transient receptor potential; TRPA- recetor de potencial
transitério de anquinina; TRPM-recetor de potencial transitério da melatatina; TRPV- recetor de potencial
transitério vaniloide; Nav-canais de sodio acoplados a voltagem (do inglés voltage-gated sodium channels);
KCNK - subtipos de canais de potassio acoplados a voltagem; ASICs — canais idnicos sensiveis a acido (do

inglés acid-sensing ion channels). Adaptado de Grace, Hutchinson, Maier & Watkins,2014.

A chegada da informacdo ao cortex despoleta a ativacdo de outras areas supraespinhais que
projetam para o corno dorsal da medula espinhal através de vias descendentes especificas.
No corno dorsal, os terminais dos neurdnios provenientes dessas areas supraespinhais
modulam a transmissdo da informacdo nociceptiva dos aferentes primarios para 0S
neuronios de 22 ordem. Este tipo de acdo e especificamente designada de modulacéo

descendente (Ossipov et al., 2010). As é&reas envolvidas na modulacdo descendente
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incluem a PAG (Porro et al.) e varios nucleos do tronco cerebral nomeadamente a medula
rostroventromedial (RVM, do inglés rostroventromedial medulla), locus coeruleus e
neuronios noradrenérgicos dos grupos As e A7 (Figura | ¢ e Figura I1). O envolvimento da
PAG na modulacdo descendente é mediado via projecdes desta para os nucleos do tronco
cerebral, que a PAG usa como estagdes de retransmissao, nomeadamente o RVM, uma vez
que ndo projeta diretamente para a medula. A ativacdo destas regides do tronco induz a
libertacdo de variadas substancias neuromoduladoras (i.e. noradrenalina, serotonina,
opioides e acido y-aminobutirico (GABA, do inglés gamma-aminobutyric acid), no corno
dorsal da medula espinhal resultando na inibigédo ou facilitagdo da transmisséo nociceptiva
(Grace et al., 2014).
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Figura I1-Representacdo esquematica das vias de modulagdo da dor. A informacdo nociceptiva da periferia é
transmitida por neurdnios aferentes primarios até & medula espinhal. A informacdo ascende até ao talamo e via
projecdes colaterais chega até ao DRt, RVM e PAG (linhas vermelhas). A conexao entre o tadlamo, &reas
corticais e a amigdala funcionam como um gatilho para o inicio da modulacéo descendente da dor. As vias da
modulacdo descendente projetam para a PAG, que comunica com 0 RVM e o LC e ambas geram a transmisséo
da dor para a medula espinhal. BLA-amigdala basolateral; CeA-nucleo central da amigdala; DRt-nlcleo
reticular dorsal; LA- amigdala lateral; LC-locus coeruleus; PAG-substancia cinzenta periagueductal; RVM-

medula rostroventromedial. Adaptado de Ossipov, Dussor & Porreca, 2010.
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iii.  Tipos de dor

A dor pode ser classificada mediante varios critérios, de acordo com a sua localizagao,
etiologia e duracdo, entre outros aspetos. No que respeita a sua etiologia, a dor pode ser

classificada em nociceptiva (aguda ou inflamatoria) ou neuropatica.

A dor nociceptiva é definida como uma dor resultante da ativacdo dos nociceptores em
tecido ndo neuronal (Merskey, 1994). Resulta da ativacao transitéria de nociceptores com
limiar elevado presentes na pele, visceras ou outros tecidos, por estimulos noxicos de
elevada intensidade (e.g. exposicdo a calor e frio excessivos, picada forte, corte profundo,
queimadura) (Woolf, 2010). Designa-se esta ativacdo por nocicepcdo, a qual induz uma
resposta motora que tem como objetivo prevenir ou interromper a exposicdo ao estimulo
lesivo de forma que esta ndo dure mais do que alguns segundos (Mark J. Millan, 1999).
Assim, a dor nociceptiva funciona como um sistema de alerta e por isso apresenta um
papel fisioldgico de extrema importancia para a integridade do organismo. Normalmente
ocorre por um curto periodo de tempo, sendo nesse caso classificada quanto a sua duracao
como uma dor aguda. No entanto quando ndo € possivel evitar o dano tecidular, existem
mecanismos celulares e moleculares, inicialmente ativados pelo sistema imunitario, que
promovem uma sensagdo dolorosa no local afectado, de maneira a dissuadir o contacto
com o estimulo e a permitir a regeneracdo e recuperacao do tecido afetado (Woolf, 2010).
Neste caso, estamos na presenca de uma dor inflamatoria, que pode permanecer por horas
a dias, cessando apés recuperacdao do tecido. A dor inflamatdria resulta da ativacdo do
sistema imune ap6s trauma, cirurgia ou no decorrer de doengas inflamatorias sendo desta
forma incluida pela IASP na definicdo de dor nociceptiva. Na dor inflamatéria verifica-se
um aumento da percecdo a estimulos noxicos na area afectada ou na regido adjacente
(hiperalgesia priméaria ou secundéria, respetivamente), assim como o surgimento de dor
provocada por estimulos in6cuos (alodinia) e dor espontanea (M. J. Millan, 1999). Se a
causa que lhe deu origem cessar e houver total recuperacdo do dano tecidular (e.g. na
cicatrizagdo de uma laceracéo cutanea) esta dor tem uma evidente componente aguda (dor
inflamatdria aguda). No entanto, se for muito prolongada, pode levar a alteracfes plasticas
no sistema nervoso periférico e central que va@o contribuir para perpetuar a condicdo
dolorosa. Neste caso, é classificada quanto a sua duragdo como dor cronica (dor cronica
inflamatoria), pois € uma experiéncia fisiologica de longa duragdo, tonica, persistente e

patologica.
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A dor neuropética é definida pela IASP como sendo causada por lesdo ou disfungdo do
sistema somatossensitivo nervoso periférico ou central (Merskey, 1994) e é caracterizada
por hipersensibilidade a estimulos ndxicos (hiperalgesia) e inocuos (alodinia) e por dor
espontanea associadas a mudancas patoldgicas no sistema nervoso central (SNC) ou no
sistema nervoso periférico (SNP) (Woolf, 2010). Contrariamente a dor com origem
inflamatoria, que pode ser aguda ou cronica, a dor de etiologia neuropética € sempre uma
experiéncia de longa duracdo e por isso cronica. Tal como ja mencionado, a dor aguda
resulta da capacidade inata de percecdo da dor, conduzindo o corpo a um estado de alerta
eminente que permite ao individuo reagir e minimizar as lesdes existentes. Porém, quando
a dor é cronica torna-se prejudicial, ndo conferindo desta forma nenhuma vantagem
bioldgica (Woolf & Mannion, 1999) e é por isso patologica. A dor crénica € um dos
maiores problemas de satde no mundo, representando elevados custos sdcio-econémicos e
na qualidade de vida dos doentes e dos seus familiares. Estima-se que afecte
aproximadamente 20% da populacéo europeia, particularmente mulheres e idosos (Breivik,
Collett, Ventafridda, Cohen, & Gallacher, 2006), e em Portugal é estimado que afecte
cerca de 37% da populacdo (Azevedo, Costa-Pereira, Mendonca, Dias, & Castro-Lopes,
2012).

Considera-se ainda como um diferente tipo de dor a dor disfuncional, habitualmente
caraterizada por ter etiologia desconhecida e por também ser patologica. A dor
disfuncional resulta de um processo amplificador auténomo do sinal nociceptivo,
intrinseco ao organismo, onde a dor ocorre na auséncia de processos inflamatorios ou
lesbes do sistema nervoso diagnosticados (i.e. que sejam conhecidos), resultando numa dor
que ndo confere qualquer valor bioldgico de protecdo, reparacdo ou cicatrizacdo: séo
exemplos a fibromialgia, sindrome do cdlon irritvel e o sindrome da fadiga crdnica. Estas
sindromes dolorosas apesar de ndo terem uma etiologia conhecida, nem estarem
completamente esclarecidos os mecanismos envolvidos, sabe-se que resultam da disfungéo

do sistema somatossensitivo (Tavel, 2015).
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1. Dor neuropdtica
i.  Fisiopatologia

A dor neuropédtica estd associada a lesdes de natureza traumaética (i.e. amputacéo,
compressdo (Buonocore, 2015)) metabdlica (i.e. diabetes mellitus), imunoldgica (i.e.
esclerose mdltipla), infeciosa (i.e. herpes zdster), oncoldgica ou até mesmo farmacoldgica
(i.e. quimioterapia (Cohen & Mao, 2014; Woolf & Mannion, 1999). Nestas patologias, 0s
eventos descritos como sendo responsaveis pelo desenvolvimento de dor neuropética
resultam de disfuncBes do sistema nervoso periférico e/ou central (Woolf & Mannion,
1999).

No sistema nervoso periférico estdo descritas varias alteracdes associadas a lesdes dos
nervos periféricos que resultam principalmente num aumento da condugdo nervosa (Mark
J. Millan, 1999). Uma dessas alteracdes consiste, por exemplo, na libertacdo, por
macrofagos ativados, mastdcitos, neutréfilos e pelas células de Schwann, de moléculas
durante processos de reparacdo do tecido nervoso. Incluem-se nestas moléculas
mediadores inflamatorios, citocinas (i.e. interleucinas, factor de necrose tumoral a,
interferdo — vy, factor de transformacdo ) e fatores de crescimento para a regeneracdo
nervosa tal como o factor de crescimento nervoso ou NGF (do inglés, nerve growth factor).
O NGF aumenta a sintese e libertacdo de neuropeptideos, como a SP e o CGRP, nas
terminacBes nervosas centrais e periféricas dos aferentes primarios (Moalem & Tracey,
2006; Thacker, Clark, Marchand, & McMahon, 2007). Este microambiente inflamatério
desencadeia um estado de hiperexcitabilidade nos nociceptores aferentes primarios
denominado de sensibilizacdo periférica (Dworkin et al.,, 2003). Esta sensibilizacéo
periférica é responsavel pelo facto dos recetores nociceptivos das fibras C passarem a
responder a estimulos mecénicos e térmicos, normalmente indcuos, e apresentarem
atividade espontanea. Esta mudanga pode também ocorrer ao nivel das fibras AR e Ad
(Galluzzi, 2005; Gilron, Watson, Cahill, & Moulin, 2006). A atividade espontanea/ectopica
das fibras C parece estar relacionada também com a modificacdo da permeabilidade das
membranas neuronais, assim como com 0 aumento do nimero e atividade dos canais de

Na* e Ca*" na zona de regeneragdo e nos ganglios sensitivos (Galluzzi, 2005).

Outra alteracdo que ocorre ap0s lesdo de nervos periféricos é a proliferacdo de fibras
nervosas que ocorre de forma pouco organizada na porgéo proximal (que fica em contacto

com o corpo celular) a seccdo traumatica do nervo, dando origem a uma massa a se da o
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nome de neuroma. Mudancas ao nivel da mielinizacdo pelas células de Schwann em fibras
degeneradas e nos neuromas recém-formados védo ser também responsaveis pela inducgéo
cruzada de despolarizacfes nas células vizinhas induzindo excitagdo de fibras C, Ap e Ad

intactas, que passam a responder a estimulos de menor intensidade (Galluzzi, 2005).

A nivel central, os neur6nios do corno dorsal da medula espinhal inervados pelos
nociceptores afetados sofrem também alteracbes funcionais importantes designadas
genericamente como sensibilizacdo central (Dworkin et al., 2003). Foram descritos varios
mecanismos associados a sensibilizacdo central. Um desses mecanismos envolve o
aumento da expressdo de canais de Ca** dependentes de voltagem (homeadamente da
subunidade a-2-8) nos nociceptores afetados, o que acarreta a entrada de calcio nesses
nervos provocando a libertacdo de SP e glutamato, e leva ao aumento a nivel sinaptico da
transmissdo do estimulo nociceptivo aos neurdénios de 2% ordem no corno dorsal. Outros
mecanismos incluem desorganizacdo sinaptica, ampliacdo da distribuicdo espacial das
terminacGes aferentes intatas nos locais da lesdo (através do desenvolvimento de novas
terminacOes, principalmente de tipo AP), das quais resulta um aumento dos campos
receptivos e conducdo de estimulos indcuos. A desregulacdo da expressdo de recetores de
varios neurotransmissores nos neuronios de 22 ordem, como por exemplo receptores de
opidides, GABA, SP, CGRP e glutamato, essenciais para regular a excitabilidade desses
neurdnios, é também responsavel pelo fendomeno de sensibilizacdo central (Gilron et al.,
2006).

A nivel supraespinhal, as alteraces observadas estdo relacionadas com hiperatividade
neuronal segmentar e modificacdo do padrdo de chegada dos estimulos sensitivos ao
talamo. Foram sugeridas alteracGes na regido ventral posterior do tdlamo, com aumento da
atividade neuronal, envolvendo acGes excitatorias mediadas pelo aspartato e glutamato nos
recetores N-metil-D-aspartato (NMDA). Fisiopatologicamente, esta regido é a estrutura
com disfunc¢des mais importantes mesmo em lesdes extratalamicas (Vissers, 2006). SupGe-
se também que haja uma hipoactivacdo das vias descendentes inibitorias, desimpedindo a
transmissdo do estimulo nociceptivo, o que tera grande influéncia na génese da dor
neuropatica periférica e central (Dworkin et al., 2003). Estas vias descendentes de
modulacdo da atividade neuronal na medula espinhal dependem em grande parte dos
sistemas opioidergico, noradrenérgico e serotonérgico.

Os sistemas noradrenérgico e serotonérgico tém como neurotransmissores a noradrenalina

(NA) e a serotonina (5-HT), respetivamente, que se sabe terem um papel crucial no
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processamento da dor. De facto, alguns estudos demonstraram que as projecOes
serotoninérgicas do nucleo da rafe para a medula espinhal interferem na plasticidade
neuronal em resposta a dor neuropatica (Porreca, Ossipov, & Gebhart, 2002). Estes
neurotransmissores apresentam um papel bidirecional, podendo exercer quer efeitos
inibitorios da transmissdo da dor, quer excitatérios ao facilitarem a sua propagacao para as
regides supraespinhais, dependendo dos recetores em que atuam na medula espinhal
(Dogrul, Ossipov, & Porreca, 2009; Ossipov et al., 2010). Com efeito, varios estudos
demonstraram efeitos inibidores da serotonina por ligacdo a recetores 5-HT 1 e 5-HT 7
(Dogrul et al., 2009; Vanegas & Schaible, 2004) enquanto a ligacdo ao receptor 5-HT 3
provoca a excitagdo neuronal (Dogrul et al., 2009). Também o sistema noradrenérgico tem
sido alvo de varios estudos, nomeadamente ao nivel do envolvimento dos recetores

adrenérgicos-a.2 e do seu papel na inibicdo da dor (Ossipov et al., 2010; Pertovaara, 2006).

ii.  Tratamento da dor neuropética

As abordagens farmacoldgicas atualmente utilizadas, embora promovam o alivio da
sintomatologia dolorosa numa grande parte dos individuos, ndo séo eficazes, uma vez que
em cerca de 50% dos individuos a analgesia obtida é parcial (Dworkin et al., 2010). Outro
problema associado séo os efeitos adversos causados pelos farmacos (Dworkin et al., 2010)
devidos as dosagens elevadas necessarias para obtencdo de alivio da dor (O'Connor &
Dworkin, 2009).

O grupo de estudo para a dor neuropatica NeuPSIG (do inglés, Neuropathic Pain Special
Interest Group) da IASP aponta como terapéutica farmacoldgica de primeira linha varios
farmacos. Estes farmacos incluem antidepressivos, anticonvulsivantes e lidocaina. Em
episédios de dor neuropéatica exacerbada e na dor neuropéatica associada a doenca
oncologica (O'Connor & Dworkin, 2009) sdo também administrados em primeira linha
agonistas opiaceos tais como a morfina e oxicodona. As aminas secundarias dos
antidepressivos triciclicos (i.e. nortriptilina e desipramina), assim como os inibidores
seletivos da recaptagdo de serotonina e noradrenalina (i.e. duloxetina, venlafaxina,
milnacipran) atuam aumentando a acdo das vias descendentes inibitorias no corno dorsal
da medula espinhal diminuindo assim a sensibilizagdo periférica e central (Dworkin et al.,
2007; Stillman, 2006). Os anticonvulsivantes (i.e. gabapentina e pregabalina e
carbamazepina) atuam ao nivel da hiperexcitabilidade neuronal nomeadamente através do

aumento dos efeitos inibitérios do GABA e diminuicdo da transmissdo excitatoria
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glutaminérgica (Namaka et al., 2004; Stillman, 2006). A lidocaina topica é usada como
anestésico local atuando ao nivel dos neurdnios periféricos, bloqueando os impulsos

ectdpicos (de Leon-Casasola, 2011).

Como abordagem terapéutica de segunda linha as normas da NeuPSIG recomendam o
tramadol que é um agonista fraco dos receptores opidides p que inibe também a recaptacdo

da serotonina e da noradrenalina. S&o recomendados também outros agonistas opiaceos.

Alguns estudos apoiam os beneficios de incluir também na abordagem terapéutica outro
tipo de intervengdes como a pratica regular de atividade fisica e fisioterapia, estimulacdo
nervosa elétrica transcutdnea e terapia comportamental cognitiva ou psicoterapia de
suporte (Closs, Staples, Reid, Bennett, & Briggs, 2007; Gilron et al., 2006; Leo & Latif,
2007).

2. Modelos animais de dor neuropética

O estudo dos mecanismaos fisiopatoldgicos envolvidos na dor neuropatica faz-se recorrendo
a modelos experimentais animais, maioritariamente em roedores (Barrot, 2012). Os
modelos experimentais usados atualmente recorrem a tratamento com farmacos para
inducdo de neuropatia metabdlica ou relacionada com quimioterapia, e lesées de nervos
periféricos para inducdo de neuropatias traumaticas (Colleoni & Sacerdote, 2010). Os
modelos animais mais usados sdo os de neuropatia metabdlica e traumatica (Bridges,
Thompson, & Rice, 2001; Niederberger, Kuhlein, & Geisslinger, 2008).

i.  Modelos animais de neuropatia metabdlica

A neuropatia metabdlica mais comum e frequentemente associada & dor cronica é a
neuropatia diabética. Esta tem sido mimetizada com recurso a modelos experimentais
animais que consistem na inducdo da diabetes mellitus tipo 1 (DM), condi¢do em que néo €
produzida insulina pelas células B do pancreas, ou tipo 2, associada a sindrome metabolica
no Humano. Na literatura encontram-se descritos diferentes modelos, que podem resultar
de alteracGes genéticas ou manipulacGes cirdrgicas, dietéticas ou quimicas. Ha muitas
estirpes de roedores com alteracdes geneticas conducentes a DM tipo 1, que podem ser
espontaneas, como é o caso das estirpes mutantes de ratinhos diabéticos ndo-obesos (NOD)
e ratos BB (do inglés biobreeding rats), ou provocadas (estirpes de animais transgénicos,
knock out ou outros) (Gao & Zheng, 2014; Tesch & Allen, 2007).
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Quanto aos modelos dietéticos sdo baseados principalmente em dietas especificas hiper-
caldricas com altos teores de sacarose e de gorduras, induzindo um aumento percentual da
gordura corporal (aumento do colesterol plasmatico), diminuicdo da tolerancia a glucose,
resisténcia a insulina e a leptina e hiperinsulinémia (Gao & Zheng, 2014). Estes modelos
mimetizam a DM tipo 2 associada a sindrome metabolica no Humano e requerem tempos
de experiéncia prolongados devido a dieta especifica, pelo que em alguns casos se
desenvolveram modelos que associam a dieta hiper-calorica a administracdo de quimicos
como a estreptozotocina (STZ) para acelerar o processo de inducdo da diabetes (Gao &
Zheng, 2014).

Relativamente aos modelos induzidos quimicamente sdo muitas vezes escolhidos por
apresentarem uma boa relacdo utilizacdo/custo. Apresentam como vantagem adicional, o
facto de serem aplicaveis a maioria das espécies animais de laboratério sendo facil
comparar aos controlos respetivos. Atualmente o Aloxano e a STZ sdo os produtos
quimicos diabetogénicos mais utilizados para induzir a DM, sendo injetados por via
intraperitoneal (i.p). S&o analogos citotoxicos da glucose que atuam nas celulas B-
pancreaticas produtoras de insulina causando a sua destruicdo seletiva e induzindo desta
forma DM tipo 1, mas a sua toxicidade é conseguida através de vias diferentes. A acdo
diabetogénica da STZ é causada pela necrose das células B do pancreas. Esta nitrosoamida
¢ também frequentemente utilizada como agente quimioterapico no tratamento de
neoplasias/metéstases do pancreas (R. A. Bennett & Pegg, 1981). Existem variacfes deste
modelo dependendo do objetivo do estudo e espécie animal a manipular, nomeadamente
relativamente a dosagem e ao nimero de administracbes de STZ (Gao & Zheng, 2014,
King, 2012). Este modelo reproduz dor cronica associada a neuropatia diabética e
apresenta como sintomatologia associada hiperalgesia térmica e mecénica e alodinia

térmica e mecéanica.
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a) Mecanismo de agdo da STZ

A STZ é uma glucosamina-nitrosoureia produzida pelo Streptomyces achromogenes que
possui no carbono 2 um grupo nitrosoureia. Sendo um analogo da glucose é transportada
para o interior das células B-pancreaticas através de transportadores de glucose do tipo 2
(GLUT2) (Lenzen, 2008). Como consequéncia, outros 0rgaos que expressam GLUT?2
(como o figado e os rins) vdo estar suscetiveis a toxicidade indesejavel do STZ (Weiss,
1982).
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Figura Ill- llustracdo representativa dos mecanismos do STZ. Ilustragdo representativa dos mecanismos
de acdo da STZ. No meio intracelular (figura 111) a STZ desencadeia cinco mecanismos de toxicidade
diferentes. 1) Libertagdo do mondxido de azoto (NO), pois é uma substancia dadora desse composto; 2)
Producdo de espécies reativas de oxigénio (como anides superoxido); 3) Alquilagdo do ADN (4cido
desoxirribonucleico) (Lenzen, 2008) ; 4) Esgotamento do ATP das células B-pancreéticas; 5) Inibicdo da
enzima N-acetilglucosamina, N-acetil-B-D-glucosamina e glicosilacdo irreversivel da proteina (Lenzen,
2008). Todos os mecanismos conduzem a necrose das células B-pancreéticas, resultando numa deficiéncia da
producéo de secrecdo de insulina (R. A. Bennett & Pegg, 1981). Adaptado de Soltesova D., 2011.
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ii.  Modelos de neuropatia traumatica

Os modelos de lesdo traumatica sdo obtidos via lesdo de nervo e podem ser classificados
em dois grupos principais, de acordo com a localizacdo da lesdo (i.e. raiz ventral ou dorsal,
nervo espinhal, ganglio raquidiano ou nervos periféricos) e o tipo de lesdo (i.e.

seccionamento, ligacdo apertada ou solta, compresséo) (Colleoni & Sacerdote, 2010).

Os modelos em que é realizada a seccdo total do nervo ciatico sdo usados no estudo de
doencas em que a axotomia é parte da causa, e simulam por exemplo a neuropatia do
membro fantasma, traumatismo de nervo ou lesdo iatrogénica (Costigan, Scholz, & Woolf,
2009; Klusakova & Dubovy, 2009). A sintomatologia caracteristica é alodinia mecénica e
autotomia do membro desnervado (sinal de dor espontanea ou desnervacdo) (Klusakova &
Dubovy, 2009).

Os modelos obtidos via lesdo parcial do nervo simulam varias neuropatias periféricas. Os
mais usados sdo o0 modelo CCI (do inglés chronic constriction injury) (G. J. Bennett &
Xie, 1988) e o modelo SNI (do inglés spared nerve injury) (Decosterd & Woolf, 2000). O
modelo CCI é obtido via colocagdo de fios de sutura em torno do nervo ciatico sem o
estrangular, o que provoca uma reacdo inflamatéria local. Este modelo simula a
compressdo cronica do nervo (e.g. o sindrome do tanel carpico, hérnia discal lombar e
doencas metabdlicas). A sintomatologia caracteristica neste modelo é alodinia mecanica,
hiperalgesia mecanica bilateral, térmica e quimica que persiste por varios meses (Costigan
et al., 2009).

O modelo SNI consiste no ligamento seguido de axotomia dos ramos tibial e peroneal
comum do nervo ciatico, com formacgdo de um neuroma e consequente sensitizacdo das
regides plantar e dorsal da pata do animal, inervadas pelo ramo sural do nervo ciatico e
pelo nervo safeno que se mantém ambos intactos (Decosterd & Woolf, 2000)(Figura V).
Os animais apresentam uma curvatura caracteristica da pata lesada de forma a protegé-la
(Li, Yang, Meyerson, & Linderoth, 2006). Este modelo simula véarias neuropatias
periféricas (Costigan et al., 2009) e os animais desenvolvem hiperalgesia mecénica e
alodinia ao frio que persiste por pelo menos 6 meses (Costigan et al., 2009; Niederberger et
al., 2008).
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Figura IV- Representacdo esquematica do modelo SNI. A) nervo safeno e ramos tibial, peroneal comum e
sural do nervo ciatico. B) Regides da pata posterior de rato inervadas pelos ramos tibial e sural. C) Viséo
plantar da pata de ratinho com representacdo colorida das zonas enervadas pelo ramo sural (verde) e tibial
(laranja). Adaptado de Bourquin et al., 2006 e Decosterd & Woolf, 2000.

3. Disturbios afetivos e dor

Na literatura encontram-se descritos varios estudos que sugerem uma forte relacdo entre a
dor crénica e perturbacdes ansio-depressivas (Doan, Manders, & Wang, 2015; Yalcin &
Barrot, 2014) tanto em modelos animais como em Humanos. Com efeito, estudos
epidemioldgicos descrevem que cerca de 13% dos individuos com dor crénica apresentam
também diagndstico de depressdo, e que grande parte destes alega que a dor interfere com
a sua prestacdo ao nivel laboral, tendo como consequéncia muitas vezes a perda de
emprego e a reforma antecipada (Agaliotis, Mackey, Jan, & Fransen, 2014; Azevedo et al.,
2012; Azevedo, Costa-Pereira, Mendonca, Dias, & Castro-Lopes, 2014) . Esta condigéo
desagradavel acarreta para o individuo problemas no que respeita ao desempenho das suas
tarefas diarias normais, afetando a sua vida a varios niveis, tanto pessoal como emocional,
ou socialmente, tendo como consequéncia ndo apenas sintomas depressivos mas também
transtornos de ansiedade e stress (Gorczyca, Filip, & Walczak, 2013; Reid et al., 2011).
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Figura V- Diagrama representativo de alguns aspetos negativos que perpetuam o ciclo da dor. A dor conduz
estados de humor negativos. Com efeito, a longo prazo conduz a estados de mobilidade reduzida tendo como
consequéncia a fraqueza muscular e consequentemente um pior desempenho do individuo na execugdo das
tarefas diarias. Consequentemente este quadro pode conduzir a ansiedade e/ou depressdo, agravando a

sintomatologia dolorosa.

i.  Componente afetivo-motivacional da dor

O conceito de dor estabelecido atualmente resulta de trés componentes: sensitivo-
discriminativo (i.e. sensacdo fisica), cognitivo-avaliativo (i.e. pensamento, experiéncias
passadas, personalidade, expectativas) e afetivo-motivacional (i.e. emocdes, ansiedade,
depressdo) (R. a. J. K. Melzack, 2013) (Figura V). Assim, embora o limiar de percecdo a
dor (definido como a maior intensidade a que o estimulo é percecionado como doloroso,
sendo percebido como desconfortavel) seja semelhante entre os individuos, a tolerancia a
dor varia muito, sendo dependente de fatores sensoriais (i.e. extensdo e localizacdo da
lesdo tecidual), fatores genéticos (i.e. relativos ao sistema nociceptivo e de modulacéo da
dor), emocionais (e.g. medo, raiva, ansiedade, depressdo) culturais (i.e. aprendizagem,
experiéncias anteriores de dor e significado simbélico da dor) e ainda sociais (i.e. passiveis
ganhos de ordem social e afetiva, motivagdes prévias de cada individuo). Desta forma a
experiéncia dolorosa varia entre os individuos (Auvray, Myin, & Spence, 2010; Dubin &
Patapoutian, 2010; R. a. J. K. Melzack, 2013).
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A componente afetivo-motivacional da dor deve-se a integracdo da informag&o nociceptiva
com as emocBes ao nivel de estruturas encefalicas que sdo responsaveis pelo
processamento da dor e das emocoes, tal como o talamo medial, PFC, IC, ACC e a AMYG
(Eisenberger, 2012). QOutra area importante na percecdo dolorosa € o cortex pré-frontal
ventral direito que aparenta estar tambem envolvido na regulacdo da angustia associada a
dor e de estados emocionais negativos (Eisenberger, Lieberman, & Williams, 2003).

A forma como os estados emocionais influenciam a dor tem sido estudada em estudos
imagioldgicos que recorrem a ressonancia magnética funcional. Nestes estudos tem sido
demonstrado que estados ansiosos antecipatorios exacerbam a dor e demostrou-se
nomeadamente a ativacdo de varias regides cerebrais, incluindo a AMYG e o PFC, como
tendo um papel preponderante na amplificacdo da dor nesses estados de ansiedade (Tracey,
2008). Para além disso, os estudos de neuroimagem também revelaram que as estruturas
neurais envolvidas no componente afetivo da dor séo cruciais para o0 processo de empatia

para com as dores dos outros, assim como o sistema motor (Auvray et al., 2010).
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Figura VI- Fatores que intervém na experiéncia dolorosa de acordo com as varias componentes da dor
(cognitiva-avaliativa; sensorial-discriminativa; motivacional-afetiva) que resultam na forma como o

individuo perceciona a dor e as sensagdes inerentes a dor. Adaptado de R. a. J. K., Melzack, 2013.

16



Caracterizacdo de comportamentos de nocicepgao, ansiedade e depressdo em dois modelos de dor neuropatica em ratinho

ii.  Disturbios afetivos e dor neuropatica

Na literatura encontram-se descritos inimeros estudos comprovam que a dor neuropatica
afeta a qualidade de vida dos pacientes em varios aspetos, nomeadamente ao nivel do
humor, sono e processos cognitivos. Os transtornos de humor mais frequentes na dor
neuropética sdo a depressdo e ansiedade (Doan et al., 2015; Yalcin, Barthas, & Barrot,
2014) De facto, os estudos epidemioldgicos apontam para prevaléncia de depressdo em
cerca de 30% dos pacientes que sofrem desta condigdo (Yalcin et al., 2014). E comum em
estudos clinicos observar-se que a ansiedade pode exacerbar a dor em situacdes normais
(desde a infancia somos expostos a estimulos que provocam dor (e.g. picada de agulha,
cortes, queimaduras), porém num individuo com dor crénica como existe uma disfuncéo
do sistema nervoso devida a dor, a ameaca do estimulo pode provocar ansiedade levando
consequentemente a exacerbacdo da dor, comportamentos de eviccdo, medo e ansiedade
(Song et al., 2006). Nos individuos que padecem desta condi¢cdo € comum observar-se
sentimentos catastroficos, infelicidade e pessimismo (Edwards, Bingham, Bathon, &
Haythornthwaite, 2006).

Alguns autores sugerem que condicdes de dor cronica e 0S Seus mecanismos
patofisiol6gicos, nomeadamente no caso dador neuropatica, podem promover estados
patologicos de depressdo e ansiedade, bem como as perturbacbes de humor podem
contribuir para uma maior intensificacdo da dor (Yalcin & Barrot, 2014). De facto, em
variados estudos clinicos que recorrem a imagiologia por ressonancia magnética funcional
€ comum observar-se que estados ansiosos antecipatorios podem exacerbar a dor (Tracey,
2008). Nestes mesmos estudos verificou-se que varias das regides cerebrais associadas a
componente afetiva de percecdo dolorosa, que incluem a AMYG, IC e PFC néo se
encontram comumente ativadas em estudos de dor (Tracey, 2008). No entanto, em estudos
feitos em individuos que sofrem de patologias cronicas que geram dor crénica, como € 0
caso da artrite reumatoide (Schweinhardt et al., 2008), estas regides cerebrais aparentam
ter forte ativacdo, sugerindo que estas tém um papel importante na intensificagdo da dor.
Em alguns estudos observou-se que perante a “ameaca” de um estimulo doloroso, estas
regides encefalicas se encontravam ativadas antes da experiéncia dolorosa ser vivenciada,
sugerindo que a ansiedade tenha um papel critico relativamente a intensificacdo da

experiéncia dolorosa (Fairhurst, Wiech, Dunckley, & Tracey, 2007).
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Nas ultimas décadas a comunidade cientifica tem realizado estudos no sentido de
compreender de que forma a dor neuropéatica pode estar relacionada com distlrbios
afetivos e melhor compreender quais as areas encefalicas comuns envolvidas no
processamento sensorial e afetivo da dor, bem como a relagdo com os sistemas
noradrenérgico e serotoninérgico. Assim, a investigacdo bésica tem recorrido ao uso de
modelos experimentais de dor que mimetizam as patologias homélogas em Humanos.
Nestes modelos constatou-se que, tal como os estudos em Humanos sugeriam, os estados
de depressdo e/ou ansiedade podem alterar a percecdo da experiéncia dolorosa (Bravo et
al., 2012). De facto, num estudo em que combinaram um modelo experimental de dor
neuropatica realizado em rato com recurso ao modelo CCI com um modelo que consiste
em induzir um estado de stress crénico (CMS), e que é frequentemente usado para induzir
estados de depressdo, Bravo et. al. (2012) observaram que os ratos CMS apresentavam
respostas semelhantes nos testes nociceptivos quando comparados com os ratos CCI,
sugerindo que estados depressivos aumentam a percepcao de estimulos néxicos. Para além
da componente sensorial e emocional, os autores também avaliaram a fosforilacdo
(ativacdo) das cinases 1 e 2 reguladas por sinais extracelulares (ERKs 1/2, do inglés
extracellular signal-regulated protein kinases 1 and 2) no ACC, assim como a densidade
neuronal nessa zona encefalica, visto ser uma regido com um papel preponderante na
percepcdo afetiva da dor. No grupo experimental CCI-CMS observaram existir uma
densidade neuronal menor no ACC quando comparado com 0s animais controlos, que foi
acoplada a um aumento da ativacdo de ERKs 1/2. A ativacdo das ERKs 1/2, quantificada
pela expressdo da molécula quando fosforilada (pERKs 1/2, do inglés phosphoERKSs 1/2)
tem sido utilizada como um biomarcador de atividade, particularmente em estruturas

encefalicas implicadas tanto na dor como em distdrbios de humor associados a dor.

Alguns estudos sugerem mesmo que as ERKs 1/2 estejam envolvidas na modulacdo da dor
mediada por antidepressivos (Gisela Borges, Esther Berrocoso, Juan Antonio Mico, & Fani
Neto, 2015). Estes dados apoiam a relacdo entre a dor neuropatica, ansiedade e depresséo e

ainda o papel preponderante do ACC nestes eventos (Bravo et al., 2012).
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Figura VII- Representacdo esquematica da cascata de ativacdo das ERKs 1/ 2. A) As ERKs 1/ 2 sdo
translocadas para o ndcleo de forma a regular a transcricdo de varios genes, incluindo os indicados na
proliferacdo celular, diferenciacéo e crescimento. No citoplasma as ERKs 1/ 2 ativadas funcionam como
mediadoras de outros mecanismos, nomeadamente ao nivel da fosforilacdo de outras proteinas e recetores
de internalizacdo. B)microfotografia detalhada de uma secgdo de cérebro de rato de um rato naive é
possivel observar-se a marcacéo neuronal no cdrtex pré-frontal. Adaptado de G. Borges, E. Berrocoso,J. A.
Mico & F. Neto, 2015.

Os estudos em modelos animais tém também sugerido que o desenvolvimento e a
persisténcia de dor debilitante para além de um determinado periodo de tempo podem
desencadear o aparecimento de transtornos do foro emocional-afetivo. Assim, no modelo
neuropético CCI realizado em ratinhos, Yalcin et. al. (2011) demonstraram a existéncia de
um padrdo temporal especifico com o aparecimento do fen6tipo ansio-depressivo a partir
das 4 semanas apo6s a inducdo do modelo. Estes dados apontam para uma possivel relacdo
entre a duracdo da patologia e o aparecimento ou manifestacdo de transtornos ansio-
depressivos. Neste mesmo estudo, os autores demonstraram que estas alteracOes
comportamentais foram acompanhadas por uma diminuicdo no giro dentado da forma
fosforilada da proteina CREB (do inglés cAMP-response element binding protein), que se
sabe estar envolvida na ativacdo de numerosas vias intracelulares. Este foi um estudo
pioneiro a implicar vias de sinalizagcdo intracelular na relagdo entre a dor e o

desenvolvimento de transtornos afetivos (Yalcin et al., 2011).

A relacéo entre a existéncia de dor cronica neuropatica, e a co-morbilidade com estados de
ansiedade e depressdo foi mais tarde também corroborada por outros estudos. Usando o

mesmo modelo de CCI para induzir dor neuropéatica, mas em rato, Alba-Delgado et. al.
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(2013) observaram que tempos prolongados de neuropatia (4 semanas) sdo acompanhados
pela manifestagdo de comportamentos indicativos de ansiedade e depressdao nos mesmos
animais (Bravo et al., 2013). Estudos mecanisticos demonstraram haver um aumento na
expressao da enzima tirosina hidroxilase (TH), a enzima limitante na sintese de
noradrenalina e que é usada como indicador da necessidade de producdo deste
neurotransmissor, em condi¢des de dor crénica neuropética em que se detetaram também
comportamentos indicativos de ansiedade e depressdo. Estes resultados levaram os autores
a proporem que tais alteracbes comportamentais se deviam a uma desregulacdo no sistema
noradrenérgico, em particular no nacleo LC, a principal fonte de noradrenalina no sistema

nervoso central (Bravo et al., 2013).

Com efeito, a noradrenalina é uma monoamina que, juntamente com a serotonina,
representa uma das mais importantes moléculas nas vias de modulacdo descendente da dor
(Millan, 2002), tal como anteriormente referido. No entanto, estas monoaminas também
desempenham um papel crucial nos mecanismos da depressdo e da ansiedade, sendo que ja
foi demonstrado que o défice na neurotransmissdo destas monoaminas é preponderante no
aparecimento e diagnostico de patologias ansio-depressivas. Por outro lado, e corroborando
a hipotese de que as vias serotonérgicas e noradrenérgicas sao comuns a modulacao da dor
e da ansiedade e depressdo, é bastante reconhecida a eficacia analgésica das terapéuticas
com antidepressivos que inibem a recaptacdo da serotonina e da nodradrenalina no
terminal sinaptico e, como tal, produzem um incremento da disponibilidade de serotonina
e/ou noradrenalina na fenda sinaptica (lsaura Tavares, 2014). De facto, alguns
antidepressivos sdo usados na pratica clinica para atenuar a dor neuropética. Assim, devido
a importancia do sistema noradrenérgico e serotoninérgico tanto na modulacdo da dor,
como em estados ansio-depressivos, tém-se realizado diversos estudos no sentido de
compreender a implicacdo destes neurotransmissores e dos seus recetores e transportadores
em condicOes de dor neuropética prolongadas que levam ao aparecimento de transtornos

afetivos.

Estudos recentes corroboram a implicacdo de areas encefalicas que se sabe estarem
envolvidas no processamento afetivo da dor, nomeadamente o ACC, ja anteriormente
referido, o IC, hipocampo e AMYG na relagdo entre a dor cronica e transtornos ansio-
depressivos (Denk, McMahon, & Tracey, 2014; Doan et al., 2015). O ACC interage com 0

tdlamo e a AMYG, estando implicado no processamento tanto da dor como da depressao.
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Recentemente estudos demonstraram haver a diminuicdo de volume e hipermetabolismo
do ACC tanto em pacientes deprimidos como no modelo CCI de dor neuropética (Doan et
al., 2015; Ning, Ma, Wang, & Wang, 2013). Em estudos imagiologicos tem sido possivel
observar que o recrutamento do ACC estd implicado em mdltiplos eventos do
processamento da dor, estando nomeadamente associado a comorbilidade da depressdo
com a dor, e aos estados antecipatdrios associados & experiéncia aversiva a dor (Porro et
al.,, 2002). Para além do ACC, outras areas encefédlicas tém sido investigadas,
nomeadamente o IC, PFC e a AMYG pelo seu papel no comportamento depressivo
induzido pela dor cronica (Doan et al., 2015). A AMYG tem sido descrita por alguns
autores como tendo um papel importante pela sua implicacdo nos transtornos de humor
(Boyle, 2013). Curiosamente, alguns estudos tém demonstrado que a amigdala é crucial na
manutencdo de comportamentos ansio-depressivos em condi¢cGes de dor neuropética

persistente (Doan et al., 2015; Neugebauer, Galhardo, Maione, & Mackey, 2009)
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Il.  Objetivos

e Objetivos e consideracdes metodologicas

Os estudos apresentados inserem-se no ambito de um projeto multidisciplinar que tem
como objetivo principal avaliar o papel dos sistemas serotoninérgico e noradrenérgico na
inducdo e desenvolvimento de patologias dolorosas cronicas e no concomitante
aparecimento de comportamentos ansio-depressivos. Para tal ira fazer uso de ratinhos
knock-out condicionais para varios componentes (neurotransmissores, recetores e/ou
transportadores) desses dois sistemas monoaminérgicos. No entanto, antes de iniciar esses
estudos nos animais transgénicos foi necessario proceder-se a otimizagdo dos protocolos de
inducdo dos modelos de dor a usar, bem como dos protocolos de avaliacdo de
comportamentos nociceptivos e de ansiedade e depressdo em murganhos, visto que estes se
encontram bem estabelecidos no nosso departamento mas no Rato. A melhoria dos
protocolos de avaliacdo comportamental em ratinho é essencial para se poderem validar o0s
modelos como sendo efetivamente modelos de dor cronica e para avaliar futuramente as
implicacbes que as manipulagbes nos sistemas monoaminérgicos terdo nos
comportamentos nociceptivo e ansio-depressivo.

Assim, tendo em conta estas premissas este estudo teve como principais objetivos:

1. Estabelecer/otimizar o modelo de neuropatia diabética em ratinho no

departamento.

Nos estudos apresentados nesta tese de Mestrado usdmos o modelo STZ, um dos mais
frequentemente usados para induzir dor neuropatica de origem metabolica como é o caso
da neuropatia diabética. Esta descrito que este modelo quando aplicado a Ratinho é
sustentavel por 4 a 8 meses (Colleoni & Sacerdote, 2010). O protocolo de inducdo de
neuropatia diabética em Ratinho varia ligeiramente do usado em Rato, com varias injecoes
de STZ a terem que ser feitas em dias consecutivos ao invés de uma Unica injecdo
intraperitoneal (i.p) como é feito em Rato (Wu & Huan, 2001). De forma a validar o
modelo induzido em ratinho foram usados diferentes testes para avaliar o comportamento
nociceptivo, de acordo com a bibliografia e com a experiéncia prévia existente no
departamento relativamente ao modelo em Rato. De forma a validar o desenvolvimento de
hiperalgesia térmica procedeu-se a avaliacdo pelo teste de hot plate, que consiste em
colocar o animal numa placa previamente aquecida a uma temperatura entre 0s 52°C e 0s

55°C, quantificando-se o tempo de laténcia até a observacdo de uma resposta (Le Bars et
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al., 2001). A alodinia mecéanica foi avaliada pelo teste de von Frey que consiste em colocar
o animal numa grelha metalica e aplicar a forca de filamentos em ordem ascendente sobre
a pata traseira, sendo que a resposta do animal é usada como medida do limiar de dor
(Chaplan, Bach, Pogrel, Chung, & Yaksh, 1994).

2. Estabelecer/otimizar o modelo de neuropatia traumatica em ratinho no
departamento.

Nos estudos apresentados nesta tese de Mestrado usdmos o modelo SNI ja mencionado
adaptado a Ratinho, tal como j& foi descrito por outros autores (Bourquin et al., 2006). De
forma a validar o desenvolvimento de hiperalgesia mecénica foi implementada uma verséo
modificada do teste de von Frey que consiste na estimulacédo da area plantar lateral da pata
esquerda posterior (lesada), correspondente a zona inervada pelo nervo sural. Determinou-
se o limiar de resposta e ainda a frequéncia de resposta a cada filamento (Bourquin et al.,
2006).

3. Estabelecer/otimizar os testes para avaliar comportamentos de ansiedade e/ou

depressdo em ratinho no departamento.

De forma a avaliar parametros relativos & ansiedade foram desenvolvidos dois testes. O
teste de elevated plus maze que consiste em expor o animal a uma plataforma em forma de
cruz, elevada a cerca de 30 cm do chéo, na qual dois bracos da plataforma sdo abertos e
outros dois séo fechados. O parametro de avaliacdo estabelecido é a percentagem do tempo
de permanéncia em cada um dos bracos da plataforma (Pellow, Chopin, File, & Briley,
1985). Uma vez que no animal se gera um conflito comportamental entre a sua curiosidade
de exploracdo dos espaco abertos e uma predilecdo pelos espacgos fechados, mais seguros,
um maior tempo de permanéncia na zona dos bracos fechados € indicativa de maior
ansiedade. O teste de marble burying consiste em colocar aproximadamente vinte berlindes
dispostos em colunas, simetricamente, numa caixa com uma cama de carolo e colocar o
animal na caixa durante cerca de trinta minutos e expd-los a luz de forte intensidade. O
parametro quantificado € o nimero de berlindes escondidos pelo animal uma vez que 0s
animais mais ansiosos tém tendéncia a enterrar os berlindes por este ser um objeto estranho
(Kedia & Chattarji, 2014).

De forma a avaliar a depresséo foi desenvolvido o teste de forced swimming que é
um teste concentrado na resisténcia do roedor a ameaca do afogamento e que mede a

susceptibilidade de parametros depressivos. Nomeadamente, é quantificado o tempo de
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imobilidade face ao tempo de reacéo, aqui medido como tempo a nadar, quando o animal é
colocado numa tina com uma determinada altura de &gua sem qualquer plataforma onde se

possa apoiar (Porsolt, Bertin, & Jalfre, 1977).

4. Avaliar de que forma a realizagdo de testes nociceptivos pode afetar os
resultados obtidos nos testes de ansiedade e depressao

Nos estudos a realizar em animais transgénicos serd importante estabelecer previamente
que o animal desenvolveu uma patologia dolorosa cronica, com sintomas de hiperalgesia e
alodinia caracteristicos de cada modelo. Para além disso, pretende-se também futuramente
estabelecer uma relacdo entre a existéncia de hipersensibilidade e a manifestacdo de
comportamentos ansiosos e/ou depressivos nos animais com dor crénica. Assim, €
necessario estabelecer qual a influéncia que a realizacdo de um tipo de testes
comportamentais tem sobre os resultados obtidos em testes comportamentais realizados
subsequentemente em termos temporais. Assim, neste estudo usamos um grupo de animais
saudaveis previamente submetidos a testes de nocicepcdo e posteriormente testados para
ansiedade e depressao (tendo sido definida uma cronologia temporal para a execugdo dos
testes) e compardmos com um grupo de animais naive submetidos apenas aos testes de

ansiedade e depressao.

5. Avaliar a ativacdo de areas encefélicas implicadas no componente afetivo-

motivacional da dor.

De forma a avaliar a ativagdo neuronal de areas encefalicas envolvidas no processamento
da dor, ansiedade e depressédo foi desenvolvido um estudo molecular em que foi analisada
a ativacdo de ERKSs 1/2, através da quantificacdo do numero de células imunorreativas, as
ERK1/2 fosforiladas (pERKs 1/2) no ACC e na AMYG nos animais SNI
comparativamente aos respetivos animais controlo. A escolha destas regides encefalicas foi
feita pelo reconhecido papel que desempenham no controlo afetivo da dor, tal como antes
referido. Assim alteracBes na ativacdo de ERKs1/2 nos animais com dor neuropética
poderdo ser indicativas de uma maior atividade neuronal nessas regides que poderdo estar
relacionadas e v ariar consoante o estado afetivo (G. Borges, E. Berrocoso, J. A. Mico, &
F. Neto, 2015).
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I1l. Materiais e métodos

1. Animais

Neste estudo foram utilizados 48 ratinhos C57BL/6 obtidos (por cruzamentos entre
animais C57BL/6) e mantidos nas instalacbes do biotério da Faculdade de Medicina da
Universidade do Porto. Os animais foram mantidos em condi¢des controladas de
temperatura (2242 °C) e humidade (55% +5%) e com um ciclo de luz/escuriddo de 12
horas (luzes ligadas as 8h da manha). No inicio das experiéncias, os ratinhos tinham pesos
compreendidos entre os 20-25 g e apds inducdo de cada modelo experimental de dor
neuropatica foram alojados em grupos de 4 ou 5 por gaiola onde tinham livre acesso a
comida e agua. O periodo de aclimatizacdo as condi¢cdes de temperatura, humidade, luz e
sonoridade da sala de manutencdo no biotério foi de 5 dias, durante o qual apenas as
tratadoras entraram em contacto com o0s animais. Posteriormente, deu-se inicio ao processo
de habituacdo a manipulacéo e as condicGes experimentais para avaliagdo nociceptiva. Para
o efeito, nos 4-5 dias que antecederam o primeiro dia de testes e imediatamente antes da
execucdo dos mesmos, 0s animais foram mantidos por uma hora na sala de
comportamento, dentro da gaiola, sendo depois transferidos para a camara de testes onde
permaneceram durante 30 minutos sem qualquer estimulo noxico, de forma a se

aclimatizar as condicdes da sala e reduzir o stress e 0s comportamentos exploratorios.

A mesma habituacéo foi realizada uma vez antes de cada dia de teste, de maneira a evitar
uma associacdo entre a camara de teste e a dor. Os testes comportamentais foram
realizados sempre durante 0 mesmo periodo do dia (periodo de luz) para cada grupo

experimental de forma a eliminar qualquer alteragéo provocada pelo ciclo circadiano.

Foi tido em consideracdo o stress provocado pela limpeza das gaiolas, pelo que nos dias de
habituacdo/testes, a mesma foi realizada apenas no final dos procedimentos experimentais.
O estado dos animais foi regularmente avaliado, tendo em particular atencdo o
aparecimento de sinais de stress, doenca ou méa condicéao fisica, como perda excessiva de
peso, desidratacdo, excesso de secre¢des oculares (porfirina), pélo sujo ou ericado,
comportamento social agressivo, baixa mobilidade, ma cicatrizacdo ou infecdo das suturas

e abertura de pontos.
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Figura VIII- llustracdo de 5 estados comportamentais diferentes em ratinho. A observacdo dos
comportamentos dos animais € um parametro muito importante para uma boa execucdo dos testes de
avaliacdo comportamental. A) Grooming; B) Alerta; C) Tranquilo; D) Sono leve; E) Sono profundo.
Adaptado de Callahan, Gil, Levesque & Mogil, 2008.

Os procedimentos experimentais foram realizados segundo as normas éticas para o estudo
de dor experimental em animais conscientes (Zimmermann, 1983), a diretiva 2010/63/EU
do Parlamento Europeu do Conselho (Estrasburgo, 22 de Setembro de 2010) e as normas
dos regulamentos das autoridades locais (decreto lei 129/92, Portaria 1005/92) relativas ao

uso de animais para fins cientificos.

2. Modelos de dor neuropatica

i.  Neuropatia metabdlica: indu¢do do modelo STZ

Como modelo de neuropatia metabdlica utilizou-se o ratinho injetado com STZ, uma
toxina produzida por Streptomyces achromogenes que destroi seletivamente as células B-
pancreéaticas produtoras de insulina (R. A. Bennett & Pegg, 1981), mimetizando assim a
condicdo de DM tipo 1. Para tal, a diabetes foi induzida nos Ratinhos por injecédo
intraperitoneal (i.p) de STZ (50 mg/kg de peso corporal) dissolvida em 0,1M de tampéo
citrato (pH 4,5) durante 5 dias consecutivos e sempre a mesma hora (Wu & Huan, 2001)
(Figura IX). Os animais do grupo controlo (CTR) receberam iguais volumes de solugéo
veiculo. As glicemias e os pesos dos animais foram monitorizados a cada duas semanas
apos as injecbes de STZ ou veiculo. Para efetuar as medicGes da concentracdo sanguinea
de glucose, procedeu-se a colheita de uma amostra de sangue venoso na veia da cauda,

utilizando-se o aparelho Breeze® 2 (Bayer, Portugal), como medidor de glicemia. Os
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animais injetados com STZ foram considerados diabéticos quando a concentracdo de

glucose no sangue foi superior a 270 mg/dL, sendo incluidos no grupo experimental STZ.

Destruigdo das células B-
pancreaticas

v
% Produgédo de insulina

g
222>

¥

Aconcentragdo da glucose
sanguinea

&

Figura IX- Mecanismo de acéo da estreptozotocina (STZ) no protocolo de indugdo do modelo em ratinho.

Induzimos 0 modelo STZ em dois grupos experimentais diferentes. No primeiro grupo
experimental usamos animais injetados com (STZ; n=8) ou veiculo (CTR; n=6) de forma a
validar o desenvolvimento da patologia dolorosa e caraterizar o fenétipo nociceptivo. Para
isso neste grupo efetuaram-se testes comportamentais para avaliar nocicepcdo antes da
inducdo da diabetes e a cada duas semanas até as oito semanas ap0s as injecbes de STZ ou
veiculo (Figura X). No segundo grupo experimental usdmos animais injetados com (STZ;
n=4) ou veiculo (CTR; n=4). Neste segundo grupo efetuaram-se testes comportamentais
para avaliar nocicepcdo e comportamentos de ansiedade e/ou depressdo. Os testes
comportamentais para avaliagdo da nocicepcdo foram realizados antes da inducdo do
modelo e as quatro semanas apos indu¢do do modelo. Os testes para avaliacdo dos
comportamentos de ansiedade e depressdo foram realizados oito semanas apos indugédo
(Figura X).
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Figura X- Esquematizagdo da cronologia de testes comportamentais no modelo STZ. A) 1° grupo
experimental para caracterizacdo do fénotipo doloroso; B) 2° grupo caracterizacdo de comportamentos de

ansieda e/ou depressao.

ii.  Modelo de neuropatia traumatica: cirurgia spared nerve injury (SNI)

O modelo de dor neuropatica traumatica spared nerve injury (SNI) foi induzido tal como
descrito anteriormente (Decosterd & Woolf, 2000). Para tal, os animais foram anestesiados
com o anestésico volatil isoflurano® e a coxa esquerda dos animais foi tricotomizada e
desinfetada com Betadine® (iodopovidina) (figura XI, A). De seguida, efetuou-se uma
incisdo vertical de 3,5 cm ao longo da pele, destacando-a posteriormente da camada de
tecido conjuntivo subjacente (Figura XI, B). Com uma tesoura de pontas rombas,
afastaram-se as fibras do musculo biceps femoral. Com recurso a uma pequena pinca
curva, foi possivel isolar os ramos peroneal comum e tibial do nervo ciatico (Figura XI, C),
liga-los individualmente com linha de seda ndo absorvivel 5-0 e remover uma seccao de 2-
4 mm de cada um (Figura XI E,F). Durante o procedimento, houve o cuidado de ndo tocar
nem lesionar o ramo sural do nervo ciatico, que se encontra junto a regido posterior da
coxa. No final da axotomia, o masculo foi suturado com linha de seda néo absorvivel 5-0 e
a pele foi suturada com agrafos. Os animais controlo ou sham foram submetidos ao mesmo
procedimento cirurgico para exposi¢do dos ramos tibial e peroneal comum mas ndo se

prodeceu a qualquer lesdo. No final do procedimento cirurgico, a area intervencionada foi
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de novo desinfectada com Betadine®. Nos primeiros dias ap6s a cirurgia foi colocada

comida no interior das gaiolas de modo a facilitar o seu acesso.

Os ratinhos (SNI; n=8) e (sham; n=7) foram submetidos a avaliacdo comportamental da
nocicepcao aos dias 3, 7, 14 e 21 apds inducdo do modelo e a avaliagdo comportamental de
ansiedade e/ou depressdo aos 28 dias (Figura XII) O peso dos ratinhos foi avaliado antes
da inducgdo do modelo e aos dias 3, 7, 14 e 21 apds cirurgia.

Figura XI- Representa¢do exemplificativa do procedimento cirtrgico da cirurgia spared nerve injury (SNI).
A) ratinho anestesiado em decubito lateral direito com imobilizacdo do membro inferior esquerdo; B)
Exposicdo do musculo bicepes femoral; C) Exposicdo dos terminais do nervo ciatico, NCP- nervo comum
peroneal; NT- nervo tibial, NS- nervo sural; D) Dissec¢do e isolamento dos ramos do nervo ciatico; E)
Ligacdo dos nervos comum peroneal e tibial; F) Os nervos ligados sdo seccionados distalmente e é removida
uma seccdo de 2mm; G) Perspetiva plantar da pata esquerda. A area colorida da fotografia corresponde a area
cutanea enervada pelo nervo sural/tibial que é estimulada através de monofilamentos no teste de von Frey.
Imagem adaptada de Bourquin et al., 2006.

Utilizamos adicionalmente um pequeno grupo experimental no qual se induziu SNI (n=2) e
procedeu-se apenas a avaliagdo comportamental de ansiedade e/ou depressdo aos 3 meses

apos inducdo do modelo (SNI-3 meses) (Figura XII). Este pequeno grupo experimental
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teve como objetivo avaliar se existem diferencgas para tempos mais longos de patologia
SNI.

IR

Baselines Cirurgia SNI  D-3 D-7 D-14 D-21 D-28
Von Frey  von Frey von Frey  Von Frey OPE";;I"E"’

Von Frey .
Marble burying

FST

-1 I

3 MESES

Cirurgia SNI
Open field
EPM
Marble burying
FST

Figura XIlI- Cronologia dos testes comportamentais realizados para avaliagdo da nocicepgdo e

comportamentos de ansiedade e/ou depressdo no modelo SNI.

3. Avaliacéo comportamental: testes nociceptivos

i.  Teste de von Frey

No modelo STZ utilizou-se o teste de von Frey (Chaplan et al., 1994). O teste consistiu na
estimulacdo da area plantar da pata esquerda traseira com a extremidade de cada filamento
(0,008g; 0,02g; 0,04g; 0,079 ; 0,169; 0,4g; 0,6 g; 1,0g; Touch test sensory evaluator Kit,
Stoelting, IL) por ordem de forga ascendente (figura XIII). Considerou-se como limiar de
dor o filamento ao qual os animais apresentaram uma resposta positiva de evasdao em 5
estimulacdes (Chaplan et al., 1994). No caso de a resposta néo ter sido clara, dois minutos

depois realizaram-se 5 novos ensaios para 0 mesmo filamento.

No modelo SNI de neuropatia foi implementada uma versdéo modificada do teste de von
Frey (Bourquin et al., 2006) que consistiu na estimulacdo da area plantar lateral da pata

esquerda posterior (lesada), correspondente a zona inervada pelo nervo sural. O teste foi

32



Caracterizacdo de comportamentos de nocicepgao, ansiedade e depressdo em dois modelos de dor neuropatica em ratinho

executado através da aplicagdo de 11 filamentos (0,008g; 0,02g; 0,04g; 0,07g; 0,169; 0,4g;
0,69; 1,09; 1,4g; 2,0g; Touch test sensory evaluator kit, Stoelting, IL) por ordem de forca
ascendente. Cada filamento foi aplicado 10 vezes. Cada estimulacdo durou cerca de dois
segundos e foi espacada das outras estimula¢@es em trinta segundos. O filamento de forca
ascendente seguinte foi aplicado dois minutos ap6s a Ultima estimulacdo. Considerou-se
como resposta positiva provocada pela dor quando os animais levantaram, abanaram e/ou
agitaram bruscamente a pata lesada, excluindo-se os movimentos derivados da locomogéo
(Bourquin et al., 2006).

Determinou-se o limiar de resposta e a frequéncia de resposta a cada filamento. Para
determinar o limiar de resposta considerou-se o filamento de menor forca que induziu pelo
menos duas respostas positivas em dez estimulagdes. Para calcular a frequéncia de resposta
a cada filamento determinou-se a percentagem de respostas a cada dez estimulagdes. A
forca exercida por cada filamento foi graficamente mostrada usando-se o logaritmo do

valor de cada filamento em gramas.

No dia do teste e nos quatro ou cinco dias precedentes, todos 0S grupos experimentais
foram aclimatizados a uma camara transparente assente sobre uma base metalica elevada

em forma de grelha (figura XIII), utilizada para a realizacdo dos testes de von Frey.

ii.  Teste de hot plate

O teste de hot plate (Woolfe G. , 1944) foi realizado apenas no modelo experimental STZ.
Para o teste do hot plate os animais foram colocados numa placa metalica, previamente
aquecida a 52 °C, cercada por uma camara retangular de acrilico de forma a limitar os

movimentos do animal a zona da placa (Bioseb, Franc¢a) (Figura XIII).

O tempo de laténcia até se verificar uma resposta de dor foi cronometrado pelo aparelho,
tendo-se iniciado a contagem no momento em que o animal tocou na placa até que este
levantasse, agitasse, batesse e/ou lambesse a pata esquerda posterior. Foi contabilizado
como resposta o tempo de laténcia até que algum desses comportamentos se verificasse e
foi estabelecido um cut off de trinta segundos de modo a evitar a sensitizagao das patas (Le
Bars et al., 2001; Woolfe G. , 1944).
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Figura XI11- Fotografias ilustrativas dos testes de nocicep¢do von Frey e hot plate. A) Grelha de von Frey; B)

Estojo de filamentos de von Frey; C) Placa de realizagdo do teste hot plate.

4. Avaliacdo comportamental: testes de ansiedade e/ou depressdo

Para a realizacdo dos testes os animais foram habituados a sala da avaliacdo
comportamental nos dois ou trés dias que precederam a realizacdo dos testes, de forma a
aclimatizé-los as condicfes da sala e evitar comportamentos exploratérios e de stress no
dia do teste. Para tal, no dia de testes os animais foram colocados na sala cerca de duas
horas antes do seu inicio. Os animais foram testados individualmente, sempre pela mesma
ordem e o0s animais que ainda ndo tinham sido testados foram isolados de forma a néo
conseguirem visualizar, nem ouvir os testes que decorriam. Os testes foram feitos em dias
diferentes mas consecutivos, pela seguinte ordem: 1) Teste de open field; 2) Teste de

marble burying; 3) Teste de elevated plus maze ; 4) Teste de forced swimming.

De forma a proporcionar as condi¢fes étimas a execucdo dos testes (tais como a luz, etc.),
recorreu-se a um grupo de animais naive (n=5) de forma a otimizar as condicdes e
posteriormente podermos proceder a realizagcdo dos testes nos grupos experimentais de
interesse. Posteriormente simultaneamente a execucdo de todos os testes e de forma a
validar as condicbes excluindo possiveis interferéncias ao teste, usou-se sempre um
animal de cada grupo experimental, ao qual se injetou 30 min antes da execucdo do teste 0
antidepressivo venlafaxina® via i.p (20mg/kg de peso corporal diluido em NaCl 0,9% 10

mL/kg) tal como descrito anteriormente (Berrocoso & Mico, 2009).
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Os testes open field, marble burying, elevated plus maze e forced swimming foram
executados oito semanas ap6s inducdo do modelo de STZ (Figura XIV) e vinte e oito dias
(Figura XII) ou trés meses apés inducdo do modelo SNI em grupos de animais previamente

submetidos a testes comportamentais para avaliagdo da nocicepgéo .

De forma a avaliar o efeito da execucdo de testes comportamentais de avaliacdo
nociceptiva nos testes open field, marble burying, elevated plus maze e forced swimming
usamos um grupo suplementar de animais naive (NAIVE- sem noc.; n= 7) que apenas foi
submetido a testes de ansiedade e/ou depressdo e comparamos com o0 grupo (CTR; n=4)
previamente sujeito a avaliagdo nociceptiva (Figura XIV). E importante salientar que os

animais de todos os grupos experimentais tinham idades semelhantes.

LA —

Baselines Semana 4 Semana 8
Von Frey von Frey Open field
EPM
Marble burying
FST
NAIVE-sem
noc.
N=7
Semana 8
Open field

EPM
Marble burying
FST

Figura 11V- Esquematizacdo da cronologia de testes comportamentais realizados nos grupos experimentais
CTR (n=4) e NAIVE-sem noc. (n=7).

i.  Teste de open field

O teste do open field foi realizado para avaliar eventuais problemas locomotores dos
animais que pudessem influir nos resultados dos testes de ansiedade e depressédo
(Denenberg, 1969). O teste consistiu em colocar cada animal numa caixa de plastico
cercada por uma camara retangular de acrilico de forma a limitar o espago do animal. O
animal foi colocado na caixa e procedeu-se a filmagem do comportamento seu
comportamento durante dez minutos. Posteriormente o video foi analisado recorrendo ao

software SMART® v3.0.03 (Panlab, Harvard apparatus) de modo a avaliar os movimentos
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locomotores basicos do animal, e quantificar a distancia percorrida nos dez minutos do
teste (Sharma, Elased, Garrett, & Lucot, 2010). A caixa foi limpa com um pano embebido

em agua destilada entre a realizacdo dos testes aos diferentes animais.

ii.  Teste de elevated plus maze

O teste elevated plus maze é usado para avaliar os niveis de ansiedade nos animais, e
consiste na analise do comportamento dos animais quando estes sdo colocados em espacos
elevados e tém a possibilidade de escolher entre espacos abertos ou fechados (Pellow et al.,
1985). Para tal, foi utilizado um labirinto em formato de cruz colocado a 30 cm do chéo e
constituido por quatro bracos: dois abertos e dois fechados (figura XV, C). A luminosidade
da sala foi ajustada de forma a criar uma luminosidade branca, indireta e incandescente. O
animal foi colocado no centro do labirinto com a face voltada para um brago aberto e
retirado apds cinco minutos. O comportamento do animal foi filmado e posteriormente
analisado com recurso ao software SMART® v3.0.03 (Panlab, Harvard apparatus). Os
parametros tidos em contam na analise foram o tempo de permanéncia do animal nos
espacos abertos, fechados ou no centro. O labirinto foi limpo com um pano embebido em

agua destilada entre a realizacdo do teste aos diferentes animais (Walf & Frye, 2007).

iii.  Teste de marble burying

O teste de marble burying permite avaliar os niveis de ansiedade expondo o animal a
berlindes que quando iluminados refletem a luz, um estimulo que naturalmente é aversivo
para roedores, criando desta forma uma situacdo de ansiedade causada pelo elemento
estranho (De Boer & Koolhaas, 2003). A reacdo do animal passa normalmente por enterrar
0s berlindes na cama da gaiola, sendo quantificado o nimero de berlindes enterrados
(Figura XV, A). O teste consistiu em colocar cada animal individualmente numa caixa com
as medidas de uma gaiola limpa, que contém uma “cama” de cerca de 5 cm de carolo de
milho onde se encontram dispostos vinte berlindes em colunas, cuidadosamente alinhadas,
com a mesma distancia, exposta a uma luminosidade direta de 100 W de poténcia. O

animal foi colocado dentro da caixa durante trinta minutos e no final foram contabilizados
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0 namero de berlindes escondidos, tendo-se considerado como escondidos os berlindes que
estavam maioritariamente (pelo menos 2/3) ou totalmente encobertos. O numero de
berlindes escondidos foi considerado como indicador de ansiedade (Kedia & Chattarji,
2014; Yalcin et al., 2011). Os berlindes foram limpos em agua destilada entre a realizacao

dos testes aos diferentes animais.

Figura XV- Fotografias ilustrativas da execucdo dos testes de ansiedade. A) Teste de marble burying
(fotografia captada durante o tempo de teste); B) Teste de marble burying (fotografia captada apds o teste);

C) Teste elevated plus maze.

iv.  Teste de forced swimming

O teste de forced swimming foi otimizado para avaliar estados depressivos em roedores. E
um teste centrado na resposta de um roedor perante a ameaca de afogamento, sendo
avaliados os tempos em que o animal se movimenta (luta pela sobrevivéncia) ou se
apresenta imovel (resignacio), no caso de murganhos. E comumente utilizado para medir a

eficacia de antidepressivos (Porsolt et al., 1977).

O teste foi realizado com a luz ambiente da sala, e cada animal foi colocado numa tina de

vidro transparente (goblés de vidro de 2L com 30 cm de altura e 22,5 cm de didmetro),
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cheia com agua a uma temperatura entre os 23-25°C. Os animais foram testados
individualmente, colocados com cuidado na &gua e retirados apos seis minutos (Figura
XVI). Entre a realizacdo do teste a cada animal diferente a agua foi mudada e a sua
temperatura foi verificada. O comportamento de cada animal foi filmado e analisado pelo
investigador, tendo sido contabilizados os tempos passados pelo animal em cada um de
dois movimentos, imobilidade e mobilidade. Considerou-se imobilidade sempre que o
animal esteve imdvel ou boiou para se manter a flutuar e foram considerados
comportamentos de mobilidade sempre que o animal agitou/mexeu as patas ou nadou. A
analise dos videos foi feita com recurso ao software Redmice® (programa desenvolvido
por Joaquin Berrocoso, nao disponivel comercialmente), calculando-se assim o tempo de

imobilidade.

Figura XVI- Fotografia representativa do teste forced swimming.
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5. Sacrificios dos animais

Todos os animais foram sacrificados por perfusdo transcardiaca. Os ratinhos STZ e
respetivos CTR foram sacrificados nove semanas apos as injeces de STZ ou veiculo. Os
ratinhos SNI e sham foram sacrificados cinco semanas ap6s o procedimento cirargico, a
excecdo de dois animais SNI que foram sacrificado apenas aos 3 meses ap0s a cirurgia
(SNI-3 meses).

Os animais foram anestesiados intraperitonealmente com Eutasil® (pentobarbital sédico
100 mg/kg diluido em solucdo salina 0,9%) e perfundidos. Para o efeito, as cavidades
abdominal e torécica foram abertas, expondo-se o coragdo, e injetaram-se 0,1 mL de
heparina no ventriculo esquerdo. Seguidamente foi introduzida uma céanula na aorta através
de uma incisdo no mesmo ventriculo, tendo sido também seccionada a auricula direita. Isto
permitiu a circulacdo e saida de 200 mL de solugdo de lavagem de Tyrode’s pH 7.4 e,
posteriormente de 400 mL de solugdo de fixacdo composta por 4% de paraformaldeido
diluido em tampdo fosfato (PB, do inglés phosphate buffer), pH=7,5 (Duby, Campbell,
Setter, White, & Rasmussen). Apos perfusdo, o encéfalo e a medula espinhal foram
removidos e imersos no mesmo fixador durante duas a quatro horas. Foram posteriormente
transferidos para uma solucéo de sacarose a 30% com azida (0,1 % (Merck, Darmstadt) e

armazenados a 4°C.

6. Imunodetecédo das formas fosforiladas das ERKSs (do inglés extracellular

signal-regulated kinases)

Foram obtidos cortes transversais, com 30 pum de espessura, dos encéfalos de Ratinhos
(SNI; n=5) e (sham; n=5) utilizando-se um micrétomo de congelacdo (Leitz, Alemanha).
Os cortes foram depois armazenados a -20°C numa solucdo crioprotetora. Um em cada
quatro cortes foi processado para reacdo de imunohistoquimica para detecdo das formas
fosforiladas de ERKs 1 e 2 (pERKSs 1/2), nos residuos treonina 202/tirosina 204 e treonina
185/tirosina 187, respetivamente (G. Borges et al., 2015).

A reacdo de imunohistoquimica foi realizada pelo méetodo free-floating. Os cortes foram
transferidos para placas de cultura celular e lavados trés vezes (3x10 minutos) com tampéo

fosfato (PBS, do inglés phosphate-buffered solution) 0,4M pH=7,2. Por forma a bloquear a
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atividade das peroxidases enddgenas, o tecido foi incubado com uma solugdo de perdxido
de hidrogénio (H,O) a 1% em PBS por vinte minutos. Apds trés lavagens (10 minutos
cada) com PBS suplementado com triton-X 100 (PBST, do inglés phosphate-buffered
saline with triton-x 100). os cortes foram incubados por duas horas a temperatura ambiente
com uma solucdo de bloqueio de locais antigénicos inespecificos, contendo 7,5 mg/mL de
glicina e 10% de NSS (do inglés normal swine serum) em PBST. Os cortes foram
incubados com o anticorpo primario monoclonal anti-pERKS 1/2 produzido em coelho
(1:500; clone 4370, Cell Signaling, E.U.A), diluido em PBST contendo 2% de NSS,
durante duas noites, a temperatura de 4°C. Apds essa incubacdo, procedeu-se a lavagem
dos cortes trés vezes (3x10 minutos) com uma solucdo de 2% NSS em PBST, seguida de
incubacdo a temperatura ambiente com um anticorpo secundario biotinilado anti-coelho
produzido em suino (1:200; clone 0353, DAKO, Glostup, E.U.A) , diluido em PBST com
2% NSS durante uma hora. No final realizaram-se duas lavagens (2x10 minutos) com
PBST. Ao longo dos 60 minutos seguintes os cortes foram incubados com o complexo
avidina biotina peroxidase (ABC, do inglés Avidin-biotin-peroxidase complex; Vectastatin,
Peterborough, Reino Unido), protegidos da luz e a temperatura ambiente, o que permitiu a
amplificacdo do sinal, uma vez que cada avidina se encontra ligada a quatro biotinas.
Realizaram-se de seguida trés lavagens (3x10 minutos) com PBST e uma lavagem com
PBS (1x10 minutos). Posteriormente procedeu-se a lavagem dos cortes em Tris-HCI
0,05M pH 7,6, e a ligacdo a peroxidase foi revelada usando diaminobenzidina (DAB; 10
mg em 20 mL de Tris-HCI 0,05M, pH 7,6 com 5 uL a 30% de H,0;). A reagdo foi
terminada aos dezoito minutos, uma vez que a marcacgdo ja era visivel. Os cortes foram
montados em laminas de vidro revestidas com gelatina, foram diafinizados com xilol
(prolabo, Carnaxide) e depois protegidos com lamela, usando-se na montagem Eukitt®
(Sigma-Aldrich, St. Louis, E.U.A). Todos os cortes foram visualizados ao microscopio de
luz (Zeiss Axioskop 40) acoplado a uma camara digital (Leica, EC3) e a um programa
informatico de captacdo de imagem (LAS 4.6- Leica Application Suite). A marcacdo pelas
pERKSs 1/2 foi quantificada no ACC e na AMYG (Figura XVII) por contagem do nimero
de células imunorreativas em todos os cortes que apresentavam estas areas encefalicas
(uma média seis a dez cortes por regido na AMYG e de quatro a seis cortes por regido no
ACC, dependendo dos animais). A ativagdo de ERKs 1/2 esta expressa como a média do
namero de células imunorreactivas a pERKs 1/2 por corte e por animal, seguida do erro

padréo da media (SEM, do inglés standard error of the mean).
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Interaural 10.56 mm { Interaural 608 mm

(A) (B)

Figura XVII- Representacdo esquematica de cortes representativos do ACC e AMYG e localizagdo das
estruturas encefalicas no atlas Paxinos & Watson. (A) Assinalado com o asterisco a vermelho a area do ACC;
B) Assinalado com o asterisco a vermelho a drea da AMYG. Em ambas as areas (A e B) foram contadas

células imunorreativas para pERKs 1/2. Adaptado de Paxinos & Watson.

7. Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada no programa Prism (versdo 6, GraphPad, California). Os
resultados foram apresentados como a média + erro padrdo da média para cada grupo
experimental. A analise da normalidade dos dados foi avaliada pelo teste de Kolmogorov-
Smirnov e, sempre que algum dos grupos experimentais ndo apresentasse a esperada curva

gaussiana, foram efetuados testes ndo paramétricos.

Os resultados das glicemias, pesos, limiar de dor nos testes de von Frey e hot plate
relativos aos grupos experimentais CTR e STZ foram comparados por anéalise de variancia
de duas vias com analise de medic¢des repetidas (Repeated Measures Two-way ANOVA, do
inglés Two Way Analysis of Variance with repeated measures, utilizando-se o teste post

hoc de Bonferroni para comparagdes multiplas.

No modelo experimental STZ foi usado o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney para
detetar diferencas entre os resultados dos grupos experimentais CTR. e STZ. O mesmo
teste serviu para efetuar a comparacio entre os grupos CTR e NAIVE-sem noc. para 0s

testes de open field, marble burying, elevated plus maze e forced swimming, ao passo que
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no modelo SNI para os mesmos testes procedeu-se a comparacdo dos grupos SNI e sham

pelo teste t ndo emparelhado.

O teste t ndo emparelhado foi utilizado na analise estatistica dos resultados da
quantificacdo de pERK1/2 na AMYG e no ACC. Valores de p < 0,05 foram considerados

significativos.
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IV. Resultados

1. Modelo de neuropatia metabdlica STZ

i.  Monitorizacao dos pesos e glicemias

Como medida de bem estar o peso dos animais foi monitorizado no decorrer do estudo
experimental. No grupo STZ néo se verificou ganho ponderal a partir das quatro semanas
(CTR: 27,00+0,77 ¢; STZ: 22,25+0,70 g, p=0,0001) que se manteve até as oito semanas
apos a inducdo (CTR: 28,33+0,71 g; STZ: 22,75+0,73 g, p<0,0001), comparativamente ao

grupo CTR em que houve ganho ponderal ao longo das semanas (figura XVIIIL.A).

No grupo de animais que foram injetados com STZ observou-se um aumento
estatisticamente significativo dos niveis de glucose no sangue as quatro semanas (CTR:
142,83+8,15 mg/dL™; STZ: 437,50+53,43 mg/dL™?, p<0,0001) e &s oito semanas (CTR:
125,50+5,36 mg/dL™; STZ: 453,37+53,85 mg/dL™, p<0,0001) apés a inducéo do modelo,

quando comparados com o grupo experimental controlo (figura XVII1.B).
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Figura XVIII- Evolugdo dos pesos e glicemias dos animais do grupo experimental usado para caracterizacéo
do fendtipo do modelo STZ em ratinho. Monitorizagdo dos pesos (A) e das glicemias (B) nos animais dos
grupos controlo (CTR) e injetados com STZ, desde a pré-inducdo do modelo até as oito semanas de
evolucdo. Os valores estdo representados como meédia+SEM. Teste 2-way ANOVA para cada tempo

experimental e comparacao dos grupos (CTR; n=6) e (STZ; n=8), *** p<0.001.
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2. Avaliacdo nociceptiva

I.  Testdevon Frey

No primeiro grupo experimental, usado para caraterizacdo do fenotipo nociceptivo do
modelo STZ em Ratinho, os animais injetados com STZ apresentaram no teste de von Frey
um decréscimo acentuado do calibre do filamento aplicado suportado pelos animais, que
foi estatisticamente significativo as duas (CTR: 0,40+0,00 g; STZ: 0,11+0,02 g; p<0,0001),
4 (CTR: 0,40+0,00 g; STZ: 0,22+0,04 g, p<0,001), seis (CTR: 0,40+0,00 g; STZ:
0,21+0,05g, p<0,0001) e oito semanas (CTR: 0,40+0,00g; STZ: 0,08+0,01g, p<0,0001)
apos as injecdes, quando comparado com os animais controlo (CTR), confirmando o
desenvolvimento de alodinia mecénica tipica de dor neuropética. Os valores obtidos antes
da inducdo do modelo mostram que ndo havia diferengas significativas entre os animais
antes das injecbes de STZ (STZ-pré-inducédo: 0,42+0,02 g; CTR: 0,40+0,00 g, p>0,999)
(figura XIX.A).

No segundo grupo experimental, usado para avaliagdo simultdnea da nocicepgdo e
comportamentos de ansiedade e depressdo, os limiares de resposta avaliados as 4 semanas

eram semelhantes aos do primeiro grupo experimental.

ii.  Teste de hot plate

No primeiro grupo experimental, usado para caraterizacdo do fendtipo nociceptivo do
modelo STZ em ratinho, no teste de hot plate ndo foram observadas diferencas
estatisticamente significativas no tempo de laténcia entre os animais injetados com STZ e
controlo (CTR) ao longo do periodo experimental. No entanto, observou-se uma
diminuicdo, estatisticamente ndo significativa, dos tempos de laténcia no grupo STZ as
quatro e oito semanas relativamente ao grupo CTR (CTR-4 semanas: 22,38+2,60; STZ:
16,55+3,16; CTR-8 semanas: 23,58+2,26s; STZ-8 semanas: 19,40+2,24s) indicativa de
alguma hiposensibilidade ao estimulo térmico. Verificou-se ainda um aumento

estatisticamente significativo do tempo de laténcia em ambos 0s grupos relativamente aos
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valores de pré-inducdo (CTR-pré-inducdo: 12,71+0,86s; STZ-pre-inducdo: 11,95+0,77s;
CTR-8 semanas: 23,58+2,26s; STZ-8 semanas: 19,40+2,24s, p<0,0001) (Figura XIX.B).

(A) (B)

Teste de von Frey Teste de hot plate
13 307 - STZ
-+ CTR

204

Forga do filamento (g)
e
Tempo de laténcia (s)

<Q Tempo / semanas
Tempo / semanas

Figura XIX- Evolucdo da alodinia mecénica e hiperalgesia a estimulos térmicos quentes ao longo do tempo
(pré-inducdo, i.e. antes das injecdes de STZ ou veiculo e 2, 4, 6 e 8 semanas apds inje¢do) no grupo
experimental usado para caraterizacdo do fenotipo nociceptivo do modelo STZ. A) Avaliacdo da forca do
filamento (em gramas) que desencadeia uma resposta de retirada da pata pelos animais dos grupos controlo
(CTR) e injetados com STZ nos testes de von Frey.; B) Avaliagdo do tempo que os animais demoram a
retirar a pata em resposta ao estimulo térmico no teste de hot plate (tempo de laténcia, em segundos). Os
valores estdo representados como média+tSEM. Teste 2-way ANOVA para cada tempo experimental para

comparacdo dos grupos (CTR; n=6) e (STZ; n=8); ** p<0.01; *** p<0.001.
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3. Avaliacdo de ansiedade e/ou depressdo

I.  Teste de open field

Neste teste ndo foram observadas diferencas significativas entre os animais injetados com
STZ e CTR (CTR.: 1509,0+139,7; STZ: 1391,0+267,5; p>0,9999)( Figura XX).
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Figura XX- Distancia percorrida no teste de open field pelos animais do segundo grupo experimental usado
para avaliagdo simultdnea da nocicepcdo e comportamentos de ansiedade e depressdo. Os valores estdo

representados como média+tSEM. Teste Mann- Whitney para comparacdo entre os grupos; (CTR; n= 4),
(STZ; n=4).

ii.  Teste de elevated plus maze

No teste de elevated plus maze ndo foram observadas diferencas estatisticamente
significativas relativamente ao tempo de permanéncia nos bracos abertos (CTR:
2,73+1,46%; STZ: 4,70+1,15%; p=0,3429), no centro (CTR: 6,29+4,34%; STZ:
14,7745,22%; p=0,2286), e nos bracos fechados (CRT.: 90,89+6,28%; STZ: 78,96+4,15%;
p=0,2000), no centro nem nos bracos abertos.(Figura XXI)
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Figura XXI-Percentagem de tempo de permanéncia nas diferentes &reas da plataforma no teste elevated plus
maze. dos animais do segundo grupo experimental usado para avaliacdo simultdnea da nocicegdo e
comportamentos de ansiedade e depressdo Os valores estdo representados como média+SEM. Teste Mann-
Whitney para comparagdo entre os grupos; (CTR; n=4), (STZ; n=4).
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iii.  Teste de marble burying

No teste de marble burying ndo foram observadas diferencas significativas entre os
animais injetados com STZ e CTR . (CTR: 7,0£1,8 berlindes; STZ: 4,0+0,7 berlindes;
p=0,2857; (figura XXII).
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Figura XXII- Namero de berlindes escondidos no teste de marble burying burying pelos animais do segundo
grupo experimental usado para avaliagdo simultdnea da nocicecdo e comportamentos de ansiedade e
depressdo. Os valores estdo representados como média+SEM. Teste Mann-Whitney para comparacgao entre os
grupos; (CTR; n=4), (STZ; n=4) .

iv.  Teste de forced swimming

No teste de forced swimming ndo foram observadas diferencas significativas entre 0s
animais injetados com STZ e CTR (CTR: 200,0+10,2s; STZ: 142,5+32,3s; p=0,1429;
(Figura XXII1).
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Figura XXIII- Tempo de imobilidade no teste forced swimming dos animais do segundo grupo experimental
usado para avaliagcdo simultanea da nocice¢do e comportamentos de ansiedade e depressdo.. Os valores estdo
representados como médiatSEM. Teste Mann- Whitney para comparacdo entre os grupos; (CTR; n=4),

(STZ; n=4).
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4. Modelo de neuropatia traumatica: spared nerve injury (SNI)

I.  Monitorizac¢éo dos pesos

Como medida de bem estar o peso dos animais foi monitorizado no decorrer do estudo
experimental. No grupo SNI verificou-se uma perda ponderal significativa ao longo dos
dias, contrariamente ao grupo sham, no qual foi observado ganho ponderal. Foram
observadas diferencas significativas a partir do dia 7 (sham: 28,1+ 1,0 g; SNI: 24,5+0,9 g,
p<0,01), sendo mais acentuadas ao dia 14 (sham: 29,0+ 1,0 g; SNI: 23,8+0,8 g, p<0,001) e
ao dia 21 (sham: 31,7+1,4g; SNI: 22,9+0,9 g, p<0,0001) (Figura XXIV).
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Figura XXIV- Evolugdo do peso dos animais ao longo do periodo experimental O peso foi monitorizado
antes da cirurgia (pré cirurgia) e aos 3, 7, 14 e 21 dias apds a cirurgia. Valores apresentados como
média=SEM. Teste 2-way ANOVA para cada tempo experimental para comparacgéo dos grupos (Sham, n=7)
e (SNI; n=8); * p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001.

i.  Teste de von Frey

a) Limiar de resposta

No teste de von Frey foi observado um decréscimo ao longo do tempo (dias 3, 7, 14 e 21)
da forca do filamento que foi necessario aplicar aos animais do grupo SNI
comparativamente ao grupo SHAM, para evocar uma resposta de retirada da pata. As
diferencas observadas foram estatisticamente significativas (SHAM-dia 3: 0,041+;0,006 g;

SNI: 0,011+0,002 g; p<0,0001; SHAM-dia 7: 0,041+0,006 g; SNI-dia 7: 0,008+0,000 g,

48



Caracterizacdo de comportamentos de nocicepgao, ansiedade e depressdo em dois modelos de dor neuropatica em ratinho

p<0,0001; SHAM dia 14: 0,041+0,006 g; SNI-dia 14: 0,008+0,000 g, p<0,0001; SHAM-dia
21: 0,041+0,006 g; SNI-dia 21: 0,008+0,000 g, p<0,0001). Observou-se ainda uma
diferenca significativa entre os valores do grupo SNI pré-cirurgia relativamente ao dia 21,
p <0,0001, indicativo do desenvolvimento progressivo de alodinia mecanica (Figura

XXV).
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Figura XXV- Limiar de resposta a estimulos mecanicos avaliado pelo teste de von Frey ao longo do
periodo experimental. O teste foi realizado antes da cirurgia (pré-cirurgia) e aos 3, 7, 14 e 21 dias apds
cirurgia. Valores apresentados como médiatSEM. Teste 2-way ANOVA para cada tempo experimental

para comparagdo dos grupos (Sham; n=7) e (SNI; n=8); *** p<0.001.

b) Frequéncia de resposta
A frequéncia de resposta a aplicacdo de cada filamento antes da inducdo do SNI (Dia 0)
era idéntica nos dois grupos experimentais (Figura XXVI-A). Observou-se que a
frequéncia de resposta nos animais de ambos 0s grupos experimentais aumentava
proporcionalmente a forca aplicada por cada filamento; ao filamento de menor calibre (i.e.
filamento 0.008g ou -2,1 valor do logaritmo) a frequéncia de resposta era inferior a 4%
(sham: 1,4+1,4; SNI: 3,75+1,8) enquanto ao filamento de maior calibre (i.e. filamento 4g
ou 0,6 valor do logaritmo) a frequéncia de resposta era proxima dos 100% (sham:
97,1£1,8; SNI: 98, 7+1,25). Apds inducdo do SNI, ao dia 3, tal como no Dia 0, ndo foram
observadas diferencas significativas entre os grupos experimentais (Figura XXVI.B),
embora seja importante salientar que se verificou em ambos 0s grupos um pequeno

aumento da frequéncia de resposta aos filamentos de menor calibre comparativamente ao
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Dia 0 (i.e. filamento 0.008g ou -2,1 valor do logaritmo no Dia 0- sham: 1,4+1,4; SNI:
3,75%1,8; no Dia 3- sham: 7,1£1,8; SNI: 16,25+2,6).

A partir do dia 7 ap6s inducdo do SNI e até ao dia 21, foram observadas diferencas
estatisticamente significativas entre os dois grupos experimentais. No grupo SNI a
frequéncia de resposta aos filamentos de menor calibre foi aumentando progressivamente
ao longo do tempo sendo superior a frequéncia de resposta obtida para o grupo sham (i.e.
filamento 0.008g ou -2,1 valor do logaritmo no dia 7- Sham: 4,28+2,0; SNI: 23,7+2,6; dia
14-Sham: 1,4+1,4; SNI: 38,75£2,9; dia 21- Sham: 4,28+2,97; SNI: 53,7£2,6).
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Figura XXVI Frequéncia de resposta a aplicacdo dos filamentos de von Frey antes da inducdo do modelo
SNI (A; Dia 0) e aos 3 (B; Dia 3), 7 (C; Dia 7), 14 (D; Dia 14) e 21 (E; Dia 21) dias ap06s indugdo do
modelo SNI. Valores apresentados como média +SEM. Teste 2-way ANOVA para cada tempo experimental

para comparagdo dos grupos (Sham; n=7) e (SNI; n =8); * p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001.
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5. Avaliacdo de ansiedade e/ou depressdo

I.  Teste de open field

No teste de open Field ndo foram observadas diferencas significativas entre 0s grupos
Sham e SNI (Sham: 743,3+70,0; SNI: 680,0+78,0, p = 0,6158), indicando que ndo existem
diferencas na atividade locomotora entre os dois grupos (figura XXVII).
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Figura XXVII- Distancia percorrida avaliada pelo teste de open field. Valores apresentados como

médiatSEM. Teste t ndo emparelhado para comparagdo entre os grupos (Sham; n=7) e (SNI; n=8). Nao
foram encontradas diferencas significativas.

ii.  Teste de elevated plus maze

No teste de elevated plus maze ndo foram observadas diferencas significativas entre os
grupos Sham e SNI relativamente ao tempo de permanéncia nos bragos fechados (Sham:
72,86+5,95%; SNI: 82,28+3,58%, p = 0,1857), no centro (Sham: 15,23+3,34%; SNI:
10,32415,65%, p=0,1762), nem nos bracos abertos (Sham: 12,02+3,17%; SNI:
7,37+2,54%, p = 0,2686).(Figura XXV111)
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Figura XXVIII- Percentagem de tempo de permanéncia nas diferentes areas da plataforma usada no teste
elevated plus maze. Valores apresentados como média+SEM. Teste t ndo emparelhado para comparacéo entre

0s grupos (Sham; n=7) e (SNI; n=8). Nao foram encontradas diferencas significativas
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iii.  Teste de marble burying

O teste de marble burying serviu como medida de avaliacdo de ansiedade mediante a
quantificacdo do ndmero de berlindes escondidos. N&o foram observadas diferencas
significativas entre o grupo SNI e o grupo sham (sham: 14,71+0,92 berlindes; SNI:
11,63+1,46 berlindes, p =0,1078).
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Figura XXIX- Numero de berlindes escondidos teste marble burying. Valores apresentados como
médiatSEM. Teste t ndo emparelhado para comparacgdo entre os grupos SHAM (N=7) e SNI (N=8). Néo

foram encontradas diferencas significativas.

iv.  Teste de forced swimming

No teste de forced swimming usou-se como medida de avaliagcdo o tempo de imobilidade,
ndo tendo sido observadas diferencas significativas entre os grupos SHAM e SNI (SHAM:

122,9+16,4 s; SNI: 150,0£8,3 s, p = 0,1477). (Figura XXX)
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Figura XXX- Tempo de imobilidade no teste de forced swimming. Valores apresentados como média+SEM.
Teste t ndo emparelhado para comparacdo entre os grupos (sham; n=7) e (SNI; n=8). N&o foram

encontradas diferencas significativas.
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V. PpERKS

No CCA dos animais SNI verificou-se um aumento estatisticamente significativo do

numero de células imunorreativas (IR) as pERK1/2 comparativamente ao observado nos
animais Sham (Sham: 25,3+5,5 células IR; SNI: 69,5+16,5 células IR, p = 0,0345). Na

regido da AMYG, também foi observado um maior numero estatisticamente significativo

de células marcadas para pERK1/2 no grupo SNI comparativamente ao Sham (Sham:
60,8+36,4 células IR; SNI: 153,9436,4 células IR, p = 0,0389). (Figura XXXI).
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Figura XXXI- NUmero de células imunorreativas para pERK1/2 no ACC e na AMYG de animais Sham ou

SNI. Os valores estéo apresentados como média+SEM e representam o nimero de células contadas para cada

um dos ndcleos nos dois hemisférios encefalicos (avaliagdo bilateral).
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6. Efeito dos testes de nocicepgao nos testes de ansiedade e/ou depressao

I.  Teste de open field

No teste de Open field o 0 grupo CTR percorreu uma distancia superior ao grupo NAIVE-
sem nocicecdo (CTR: 1509,0+139,7; NAIVE-sem noc.: 876,7+88,7; p = 0,0081).(Figura
XXXI)
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Figura XXXII- Distancia percorrida pelos animais no teste de Open field.. Valores apresentados como
média+SEM. Teste Mann-Whitney para comparagéo entre os grupos; (CTR;=4) e (NAIVE-sem noc.; n=7); **
p<0.01.

ii.  Teste de elevated plus maze

No teste de Elevated plus maze ndo foram observadas diferencas estatisticamente
significativas entre os grupos CTR e NAIVE-sem nocicepcéo relativamente & percentagem
de tempo de permanéncia nos bracos fechados (CTR.: 90,89+6,28%; NAIVE-sem noc.:
79,87+2,70%; p =0,22303) e no centro (CTR: 6,29+4,34%; NAIVE-sem noc.:
11,2741,64%; p = 0,2970). O tempo de permanéncia nos bragcos abertos foi superior no
grupo NAIVE-sem noc. (CTR.: 2,73+1,99%; NAIVE-sem noc.: 8,83+1,46%; p = 0,0242)(
Figura XXXII1).
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Figura XXXIII- Percentagem de tempo de permanéncia nas diferentes &reas da plataforma usada no teste
Elevated plus maze. Valores apresentados como média+SEM. Teste Mann- Whitney para comparacao entre

o0s grupos; (CTR; n=4) e (Naive-sem noc.; n=7),* p<0.05.

54



Caracterizacdo de comportamentos de nocicepgao, ansiedade e depressdo em dois modelos de dor neuropatica em ratinho

iii.  Teste de marble burying

No teste de Marble burying ndo se observaram diferencas estatisticamente significativas
entre os dois grupos (CTR: 7,0+1,8 berlindes; NAIVE-sem noc.: 8,0+0,5 berlindes; p=
0,9364)(Figura XXXI1V).
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Figura XXXIV- Numero de berlindes escondidos no teste marble burying. Os valores estdo representados
como médiatSEM. Teste Mann- Whitney para comparagéo entre 0s grupos; (CTR; n=4) e (Naive-sem noc.;

n=8), N&o foram encontradas diferencas significativas.

iv.  Teste de forced swimming

No teste de forced swimming o grupo CTR passou mais tempo imével (CTR.: 200,0+10,2s;
NAIVE-sem noc.: 122,9+18,5s; p = 0,0182). (Figura XXXV).
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Figura XXXV- Tempo de imobilidade no teste de forced swimming. Os valores estdo representados como
médiatSEM. Teste Mann- Whitney para comparacdo entre os grupos; (CTR; n=4) e (Naive-sem noc. ;n=8), *

p<0.05.
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V. Discussao

Este trabalho teve como principais objetivos estabelecer/validar o fenotipo nociceptivo dos
modelos STZ e SNI em Ratinho, assim como otimizar protocolos de avaliagcdo
comportamental relativos a testes de ansiedade e/ou depressédo de forma a futuramente

estes poderem ser utilizados em estudos com animais transgenicos.

Os resultados obtidos neste trabalho relativamente ao fendtipo nociceptivo estdo de acordo
com 0 que esta descrito na literatura para estes modelos. Os resultados s&o sugestivos de

que a validacdo dos dois modelos de dor decorreu com sucesso.

Numa segunda etapa deste trabalho que consistiu na realizagdo da avaliagédo
comportamental relativa a pardmetros ansioso-depressivos, 0s nossos resultados sugerem
gue em ambos os modelos de dor ndo parecem existir comportamentos de ansiedade e/ou
depressdo nos tempos de patologia em que foi efetuada a respetiva avaliacdo. No entanto
nos resultados obtidos através de imunohistoquimica efetuados para o modelo SNI
observou-se um aumento estatisticamente significativo do ndmero de células

imunorreativas para pERKSs 1/ 2 nas regides encefalicas ACC e AMYG.

Num terceiro estudo efetuado com o intuito de avaliar o efeito que a avaliagdo nociceptiva
prévia poderia ter nos testes de ansiedade e depressdo, 0s nossos resultados sugerem que
parece haver interferéncia na realizacdo prévia de testes nociceptivos, uma vez que se
observaram diferencas significativas em todos os testes efetuados a excecdo do teste

marble burying.

e Inducéo dos modelos experimentais e nocicep¢ao

Numa primeira etapa do nosso estudo pretendeu-se implementar dois modelos de dor
neuropéatica em Ratinho. Pelas razes apontadas anteriormente no que refere a escolha dos
respetivos modelos, para o efeito foram usados dois modelos animais de dor neuropatica: o
modelo STZ que mimetiza a condi¢do de DM tipo 1 (Colleoni & Sacerdote, 2010; Gao &
Zheng, 2014; King, 2012; Szkudelski, 2012) no Humano e o modelo de neuropatia
traumatica (SNI) (Decosterd & Woolf, 2000; Klusakova & Dubovy, 2009). Neste estudo a
taxa de sobrevivéncia dos animais ap0s indugdo dos modelos foi de 100%. Neste trabalho

optou-se por avaliar parametros referentes ao bem-estar animal, nomeadamente efetuaram-
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se pesagens frequentes para ambos 0s modelos, assim como a monitorizagao regular das

glicemias no grupo STZ.

Apesar de ndo terem sido avaliados o consumo de comida e agua, sabe-se de experiéncias
prévias que nos animais STZ existe um aumento do consumo de dgua comparativamente
aos animais CTR (Tesch & Allen, 2007). Esta situacdo implicou a implementacdo de
cuidados acrescidos de maneio para garantir o bem-estar dos animais, incluindo a mudanca
mais frequente das camas e o aumento do numero de folhas de papel absorvente
(enriquecimento ambiental) sobre a cama, para atenuar o impacto da polidria e das fezes de

menor consisténcia nos animais.

No modelo STZ observou-se que 0s animais pertencentes ao grupo experimental sujeito ao
protocolo de inje¢des i.p com STZ desenvolveram hiperglicemia apés a inducdo do modelo
e 0s niveis da concentracdo de glicose no sangue mantiveram-se elevados até ao final do
estudo (oitava semana), tal como descrito na literatura (Gao & Zheng, 2014; Lenzen, 2008)
comprovando a condicdo de DM tipo 1. Tal como referido anteriormente o peso dos
animais foi monitorizado no decorrer da experiéncia e observou-se que nos animais STZ
houve perda ponderal acentuada desde a inducdo até as quatro semanas, estabilizando
posteriormente até ao final da experiéncia (oitava semana), comparativamente aos animais
CTR em que se observou ganho ponderal no decorrer da experiéncia. Tem sido descrito
por outros autores perda ponderal associada a inducdo do modelo STZ (Szkudelski, 2012);
(Gao & Zheng, 2014).

No modelo SNI também foi observada perda ponderal nos animais SNI comparativamente
ao grupo Sham. No que refere a este modelo foi tida especial atencdo para comportamentos
de autotomia uma vez que estd descrito na literatura a frequéncia da observacao desse
comportamento em modelos de lesdo traumatica (Wall et al., 1979), no entanto no nosso
estudo nao foram observados estes comportamentos.

Em ambos os modelos usados neste trabalho observou-se a existéncia de sinais de alodinia
mecanica através do teste de von Frey. No modelo experimental STZ observaram-se
diferencas significativas entre os grupos experimentais CTR e STZ desde a segunda
semana mantendo-se, ainda que com flutuacdes, até a oitava semana apés a inducéo. Os
resultados obtidos estdo de acordo com o que esta descrito para este modelo experimental
(Attal et al., 2008; Barrot, 2012; Colleoni & Sacerdote, 2010; Morgado & Tavares, 2007).
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No modelo experimental SNI optou-se por avaliar dois pardmetros distintos no teste de von
Frey, nomeadamente o limiar de resposta ao longo do tempo (dia O a dia 21 ap6s a
cirurgia) e a frequéncia relativa da resposta obtida para cada filamento (Bourquin et al.,
2006). Os resultados obtidos estdo de acordo com o descrito na literatura (Bourquin et al.,
2006; Colleoni & Sacerdote, 2010; Sandkuhler, 2009; Sorkin & Yaksh, 2009). O limiar de
resposta permitiu detetar a existéncia de alodinia desde os trés dias apds a indugdo do
modelo, contudo a avaliacdo da frequéncia da resposta obtida para cada filamento ao longo
do tempo permitiu determinar com mais precisdo a instalacdo e a evolucdo da alodinia
mecanica. A avaliagcdo da frequéncia de resposta aos filamentos serd util para analisar de

forma mais precisa a instalacéo e a progressao da alodinia mecanica nos animais knock out.

No modelo STZ, foram descritas alteracbes da sensibilidade térmica ao calor,
nomeadamente hiperalgesia térmica em tempos mais curtos (2 a 8 semanas) e hipoalgesia
térmica em tempos mais prolongados do modelo STZ (Barrot, 2012; Colleoni & Sacerdote,
2010; Gao & Zheng, 2014). De forma a avaliar alteracdes na sensibilidade ao calor no
modelo STZ utilizamos o teste de hot plate. Ndo observamos diferencas significativas
entre os grupos CTR e STZ, contudo verificamos que ambos 0s grupos apresentavam um
aumento significativo do tempo de laténcia a resposta aos diferentes tempos apds inducéo
do modelo comparado com a pré-inducdo. Estes resultados traduzem o desenvolvimento de
hipoalgesia nos animais de ambos os grupos. Este resultado pode ser devido a varios
fatores, um deles é o fenémeno de aprendizagem por parte dos roedores, que uma vez
expostos a um estimulo aversivo, podem demonstrar alteracbes do tempo de laténcia em
exposicoes posteriores a0 mesmo teste, ndo sendo desta forma aconselhavel a repeticdo do
teste como foi realizado neste estudo (Le Bars et al., 2001). No entanto, ndo € a causa mais
provavel uma vez que o teste de hot plate foi realizado apenas de duas em duas semanas.
Por outro lado o fato de expor o animal varias vezes ao estimulo aversivo pode por si s6
induzir stress, que tal como descrito por alguns autores, pode induzir analgesia. (Butler &
Finn, 2009; Vachon-Presseau et al., 2013; Yilmaz et al., 2010). E importante salientar que
apesar de ndo ter sido quantificado o nimero de bolos fecais e micgdes, foi observado um
numero aumentado de bolos fecais durante a realizacdo dos testes o que pode ser indicativo
de stress (Hall, 1934).

O teste de hot plate convencional é realizado a uma temperatura fixa e procede-se a
quantificacdo do tempo de laténcia ap0s a exposi¢do ao estimulo térmico aversivo até a

obtencdo da resposta, no entanto esta técnica tem as suas desvantagens nomeadamente
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porgue ndo permite distinguir alodinia de hiperalgesia e tem sido observado por alguns
autores gque animais sujeitos a baterias de testes maiores, o tempo de laténcia pode estar
diminuido para este teste (Mcllwain, Merriweather, Yuva-Paylor, & Paylor, 2001). Uma
boa alternativa seria futuramente executar o teste dynamic hot plate, no qual existe
variagdo de temperatura permitindo desta forma anotar os diferentes comportamentos de
resposta as diferentes temperaturas e assim distinguir alodinia de hiperalgesia. Permitiria
ainda possivelmente estabelecer uma cronologia de execucéo dos testes mais adequada de
acordo com o decurso da patologia (Yalcin, Charlet, Freund-Mercier, Barrot, & Poisbeau,
2009).

Embora esteja descrito na literatura que no modelo experimental SNI se verifica alodinia
ao frio (Decosterd and Woolf, 2000) nao foi feita essa avaliacdo neste modelo para nao
submetermos 0s mesmos grupos experimentais a uma bateria de testes exagerada que

poderia causar stress e desta forma influenciar os resultados (Mcllwain et al., 2001).

e Ansiedade e depressdo

Na literatura encontra-se descrito por alguns autores a associa¢do entre dor neuropatica,
stress e ansiedade, assim como uma tendéncia para o desenvolvimento de transtornos
ansioso-depressivos nos modelos experimentais de dor neuropatica (Doan et al., 2015;
Yalcin et al., 2014). Com base nesses achados, no presente estudo foram efetuados testes
para avaliar comportamentos indicativos de ansiedade e depressdo nos modelos STZ e
SNI. Os testes utilizados na avaliacdo de pardmetros relacionados com ansiedade e
depressdo sdo extremamente sensiveis as condi¢fes ambientais e exigem portanto
otimizagdo das condigbes do biotério. E importante salientar que estes testes foram
realizados pela primeira vez no departamento como ja foi referido, tendo este trabalho
como principal objetivo otimizar as condicGes de execucdo dos testes de forma a

posteriormente transpor este estudo a animais transgénicos.

e Avaliacdo dos comportamentos de ansiedade e depressdo nos modelos de dor

neuropética STZ e SNI

O teste open field comumente usado na avaliacdo da funcdo locomotora foi utilizado neste

estudo de forma a avaliar se os animais apresentam alteracdes na locomogéo derivadas da
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patologia, ou de comportamentos ansiosos associados, ou ndo, a patologia (Denenberg,
1969). O parametro de avaliagdo utlizado é a distancia percorrida pelos animais durante o
tempo de teste. Ndo foram detetadas diferencas estatisticamente significativas entre os dois
grupos experimentais em ambos os modelos de dor, 0 que podera ser indicativo de que 0s
animais ndo apresentam problemas locomotores. Contudo é de salientar que os valores
obtidos para a locomog¢do no modelo SNI foram inferiores aos obtidos no modelo STZ.
Alguns autores defendem que em modelos sujeitos a lesdes traumaticas os animais tendem
a percorrer uma menor distancia devido a dor sentida ao caminhar sob o0 membro afetado
pela cirurgia (Mogil et al., 2010). Contudo, para além de medir a locomoc&o este teste é
também usado para avaliar comportamentos de ansiedade. Nesse sentido os resultados aqui
obtidos nos animais SNI face aos animais Sham podem ter sido influenciados pelo estado
de ansiedade dos animais, uma vez que 0s animais Sham deveriam apresentar valores

superiores aos dos animais SNI, o que também néo se verificou.

De forma a avaliar a ansiedade foram utilizados os testes elevated plus maze e marble
burying. No teste elevated plus maze o pardmetro de avaliacdo usado é o tempo de
permanéncia nos diferentes bracos da plataforma (i.e. bragos abertos, centro e fechados),
com o intuito de expor o animal a estimulos que Ihe sdo naturalmente aversivos como a
altura e os espacos abertos. O facto do animal preferir o espaco fechado e explorar menos o
espaco aberto pode ser indicador de ansiedade (Shepherd, Grewal, Fletcher, Bill, &
Dourish, 1994), enquanto que o tempo de permanéncia no centro pode indicar uma certa

indecisdo e incapacidade na toma de decisdes.

Os tempos de permanéncia nos bragos abertos, fechados e centro ndo foram
significativamente diferentes entre os dois grupos experimentais em ambos 0s modelos de
dor. No entanto é importante referir que em ambos os modelos de dor os animais
apresentaram uma percentagem de tempo de permanéncia nos bragos abertos inferior a
20%. Outro fato que é importante referir € que o nosso controlo interno de validacdo das
condicdes de teste (o animal injetado com venlafaxina®, que serve de referéncia uma vez
que sdo excluidos comportamentos ansiosos ou depressivos com este farmaco (Berrocoso,
2009) também ndo explorou os bragos abertos como seria expectavel. Estes valores néo
vao de encontro ao que se encontra descrito na literatura (Paterson, Ilwunze, Davis,
Malekiani, & Hanania, 2010), o que sugere que as condi¢cbes do teste ndo estdo
completamente otimizadas sendo necessario corrigir algumas condi¢fes, como por

exemplo as condigdes de luz, uma vez que a luz é um fator que condiciona a exploracéo de
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uma determinada &rea. Uma alternativa interessante ao elevated plus maze a utilizar em
futuros estudos seria teste elevated zero maze. Este é um teste analogo ao elevated plus
maze, mas com a vantagem da forma zero que remove qualquer ambiguidade na
interpretacdo do tempo de permanéncia no centro como acontece no teste elevated plus

maze.

No teste marble burying a avaliagdo dos niveis de ansiedade realizou-se através da
quantificacdo do nimero de berlindes escondidos pelos animais. Esta medida permite
avaliar os niveis de ansiedade, uma vez, que quando iluminados os berlindes refletem a
luz, um estimulo que naturalmente é aversivo para roedores, criando desta forma uma
situacdo de ansiedade causada pelo elemento estranho. A reacdo do animal passa
normalmente pelo enterro dos berlindes na cama da gaiola como uma medida defensiva
perante um estimulo aversivo. No contexto do teste comportamental os animais escondem
0 maior nimero possivel de berlindes de acordo com os seus niveis de ansiedade (De Boer
& Koolhaas, 2003). No entanto, alguns autores argumentam que 0 comportamento de
“enterramento” reflete um comportamento repetitivo (obsessivo-compulsivo) (Thomas et
al., 2009).

O numero de berlindes escondidos pelos animais ndo foi significativamente diferente entre
o0s dois grupos experimentais em ambos 0os modelos de dor. No entanto verificou-se que no
modelo SNI os animais (Sham e SNI) escondem um numero mais elevado de berlindes
comparativamente aos animais do modelo STZ e a animais CTR de outros estudos, o que
sugere que os animais (Sham e SNI) no modelo SNI possam estar ansiosos (Yalcin et al.,
2011). Estes resultados podem ser explicados pelo facto de animais pertencentes a cada um
dos grupos Sham ou SNI terem sido alojados conjuntamente nas mesmas caixas apds as
cirurgias onde se mantiveram até ao fim da experiéncia. Nos ultimos anos foram
publicados estudos que demonstram que o0s roedores, tal como 0s humanos sentem empatia
guando confrontados com a dor de outros (Mogil, 2012). Os animais emitem vocalizacdes
e libertam odores que sdo percecionados pelos outros animais como sinais de stress e que
poderdo modular a sensibilidade ao stress e ansiedade dos animais que 0S percecionam
(Martin, Tuttle, & Mogil, 2014; Mogil, 2012). De futuro seria necessario alojar os animais
Sham e SNI separadamente de forma a evitar um possivel efeito de empatia entre os

animais.

Relativamente aos resultados esperados quanto ao desenvolvimento de ansiedade nos dois

modelos de dor, no modelo de dor STZ, alguns estudos publicados sugerem que 0s animais
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diabéticos desenvolvem alteracbes comportamentais associadas a ansiedade e depressdo
em fases precoces de patologia apés a inducdo do modelo. Curiosamente Ho et. Al. (2012),
num estudo realizado em ratinhos STZ observaram que o comportamento dos animais em
testes de ansiedade e depressdo realizados as duas semanas ap0s a inducdo do modelo
foram indicadores da existéncia de depresséo, uma vez que os animais STZ no teste de tail
suspension (teste usado na avaliacdo de depressdo) apresentavam maior tempo de
imobilidade comparativamente aos animais controlo. No entanto nos testes de avaliacdo de
ansiedade pelo teste de zero maze ndo foram observadas diferencas significativas,
sugerindo que embora 0s animais pudessem estar deprimidos ndo estariam ansiosos. Estes
autores descrevem no mesmo estudo, que uma semana apds a administracdo de insulina
nos animais STZ estes comportamentos foram revertidos (Ho, Balu, Hilario, Blendy, &
Lucki, 2012).

Em estudos realizados por outros autores no modelo STZ em rato observaram sinais de
ansiedade as duas semanas apds a inducdo do modelo no teste de elevated plus maze (Aksu
et al.,, 2012). Estes autores descrevem associado aos resultados comportamentais
demonstrativos de ansiedade a diminuicdo da densidade neuronal no PFC, assim como
diminuicdo dos niveis sanguineos e tecidulares de IGF-1 (do inglés insulin growth factor).
A atividade da enzima superdxido dismutase observou-se estar aumentada. Estes dados
sugerem que o stress oxidativo pode afetar negativamente 0s niveis sanguineos e
tecidulares de IGF-1 no PFC e contribuir para o aparecimento de comportamentos de
ansiedade (Aksu et al., 2012). Apesar de alguns autores verem em tempos de patologia
precoces comportamentos de ansiedade é importante referir que ndo existem ainda muitos
estudos realizados com a estirpe de ratinhos usada neste estudo (C57/BL6), e os resultados
desses estudos sdo ainda controversos relativamente ao tempo de desenvolvimento de
ansiedade. E de salientar que embora nestes estudos referidos anteriormente usem o
modelo STZ, o protocolo de inducdo foi ligeiramente diferente, consistindo numa unica
injecdo, enquanto que no nosso trabalho utilizamos um protocolo de indugdo “low dose”,
que consiste em administrar 0 STZ em doses menores durante cinco dias consecutivos,
sendo por isso menos agressivo. Nao existem estudos na literatura que refiram se o0s
protocolos de indugéo de STZ afetam o comportamento dos animais, no entanto seria

pertinente investigar estes aspetos.

No modelo de dor SNI resultados obtidos no rato no teste open field, que também pode ser

usado para avaliar ansiedade, mostraram que 0s animais apresentavam sinais de ansiedade
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desde as trés semanas ap6s indu¢do do modelo (Iriana Galan-Arrieroa, 2015).Em contraste,
dois estudos relataram ansiedade no teste elevated plus maze apenas as quatro semanas
apos inducdo do modelo (Matsuzawa-Yanagida et al., 2008; Narita et al., 2006). Num
outro estudo no mesmo modelo, mas realizado em rato, os autores descrevem a observacéo
de comportamentos de ansiedade no teste de open field a partir das cinco semanas apds
inducdo no modelo. Os mesmos autores referem que no teste de elevated plus maze so6
foram observados comportamentos sugestivos de ansiedade vinte semanas apos a inducgéo.
A apoiar estes dados verificou-se uma diminuicdo do volume do PFC e da Insula, o que
sugere que a dor neuropatica a longo prazo tem efeitos generalizados na anatomia do
cerebro relacionado com a duragdo e magnitude da dor. (Seminowicz et al., 2009).

Num estudo de Leite-Almeida et. Al. (2009) realizado com o objetivo de correlacionar a
idade no impacto da dor cronica, estes autores realizaram uma bateria de testes muito
semelhante a realizada no nosso trabalho com o intuito de avaliar pardmetros ansioso-
depressivos em grupos experimentais de animais com idades compreendias entre 0s trés,
dez e vinte e dois meses, sendo que todos os grupos foram testados um més ap6s a cirurgia
SNI. No nosso estudo utilizamos animais com cerca de quatro meses, ou seja, animais
jovens. Comparando 0s nossos resultados com os resultados que estes autores descrevem,
vemos muitas semelhancas. Tal como no nosso trabalho em animais jovens os autores ndo
observaram diferencas significativas entre 0s grupos experimentais nos testes de open field,
contudo foram observadas diferengas significativas num grupo de animais mais velhos
(Leite-Almeida et al., 2009). Em experiéncias preliminares que realizamos num pequeno
grupo experimental (n=2) executamos a cirurgia SNI em animais mais velhos e s6 0s
testamos trés meses apds a cirurgia. Observamos que esses animais percorriam uma
distancia inferior aos animais mais jovens, no entanto ndo é possivel tirarmos conclusdes,
devido ao facto de serem apenas dois animais. Contudo e interpretando de acordo com 0s
resultados obtidos por estes autores para animais mais velhos, isto pode ser indicador de
que a idade pode interferir ao nivel da intensificacdo dos problemas locomotores, mas
também que tempos de patologia superiores podem ter interferéncia ao nivel de
manifestacbes de comportamentos ansiosos. Estes autores observaram diferencas
significativas no teste de elevated plus maze no grupo de animais jovens (Leite-Almeida et
al., 2009), ao passo que no nosso trabalho ndo observamos diferencas, no entanto €
importante referir que pelos motivos referidos anteriormente as condig¢des do teste elevated

plus maze n&o parecem estar ainda otimizadas.
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Na avaliagdo de comportamentos indicativos de depressdo utilizamos o teste forced
swimming. O teste € centrado essencialmente na avaliacdo do tempo que o animal se
mantém imovel, uma vez que perante a ameaca do afogamento, o animal tem duas
hipdteses ou movimenta-se e luta pela sobrevivéncia ou se mantém imovel, sendo isso
considerado como um comportamento de resignacdo, estando associado a fenétipos
depressivos (Cryan, Valentino, & Lucki, 2005; Porsolt et al., 1977).

No modelo SNI é importante salientar que foi observada nos animais SNI uma leve
tendéncia para permanecer mais tempo imoveis comparativamente aos animais Sham, o
que sugere gque 0s animais com dor neuropédtica devida a lesdo periférica traumaética
possam estar mais deprimidos, embora essa diferenca ndo tenha sido estatisticamente
significativa Os grupos experimentais deste modelo foram submetidos ao teste forced
swimming a quarta semana apds a sua inducdo, contudo noutros modelos de lesdo
traumética o desenvolvimento de sintomas depressivos pode ocorrer em tempos mais
tardios, nomeadamente a partir da oitava semana (Yalcin et al., 2011). Outros autores em
tempos de patologia semelhantes aos nossos também ndo observaram diferencas
significativas (Leite-Almeida et al., 2009). No nosso estudo observamos que o grupo
experimental de apenas dois animais testado trés meses apos a cirurgia SNI apresentaram
um tempo de imobilidade superior, 0 que pode ser sugestivo do que esté descrito por outros

autores, do aparecimento de sintomas depressivos em tempos mais tardios de patologia.

Os estudos comportamentais apresentados nesta tese ndo permitem aferir o
desenvolvimento de comportamentos indicativos de ansiedade e depressdo nos modelos de
dor, provavelmente, porque é necessario continuar a otimizar as condi¢fes de realizacdo
dos testes. Contudo, no modelo SNI é muito provavel que desde as quatro semanas apds
inducdo se desenvolvam esses comportamentos tal como € sugerido por alguns estudos
(Iriana Galan-Arrieroa, 2015; Matsuzawa-Yanagida et al., 2008; Narita et al., 2006) e pela
contagem de células imunorreativas para o marcador de ativacdo celular pERK1/2 (G.
Borges et al., 2015) nas regides do ACC e da AMYG. De facto, nestas regides, foi
observado um aumento significativo do nimero de células imunorreativas para pERK1/2
nos animais SNI comparativamente aos animais Sham, o que sugere uma forte ativacdo de
areas encefélicas envolvidas no processamento da componente emocional/afetiva da dor as
quatro semanas apos inducdo do modelo. Estes dados estdo de acordo com numerosos
estudos que mostram haver ativagdo das ERKs 1/2 nestes e noutros nucleos encefélicos

envolvidos na componente afetivo-emocional e nos mecanismos subjacentes as condi¢des
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ansioso-depressivas, e que esta ativagdo se encontra muitas vezes correlacionada com
comportamentos observados nos animais indicativos de ansiedade e/ou depresséo (G.
Borges et al., 2015). Sabe-se que as ERKs 1/ 2 sdo um biomarcador promissor e que a sua
ativacdo tem sido observada em areas encefalicas implicadas tanto na modulacdo da dor
como em areas relacionadas com o processamento afetivo da dor, nomeadamente a
amigdala o ACC, IC entre outras (G. Borges et al., 2015).

o Efeito da avalia¢@o nociceptiva nos testes comportamentais para avalia¢éao de

ansiedade e/ou depressao

Vérios estudos sugerem que animais sujeitos a grandes baterias de testes apresentam
indices de stress mais elevados (Barrot, 2012; Le Bars et al., 2001) o que pode interferir
com a realizacdo dos testes comportamentais para avaliacdo da ansiedade e/ou depresséo.
No entanto um estudo sobre o efeito das baterias de testes no comportamento animal em
gue se comparou animais naive com animais sujeitos a uma bateria de testes, observou que
0S animais naive apresentavam uma tendéncia a serem mais ativos quando testados, porém
ndo sendo significativa a diferenca (Mcllwain et al., 2001). Num outro estudo acerca da
importancia do intervalo de tempo entre testes, 0s autores demonstraram que ndao haviam
diferencas significativas entre espacar mais 0s testes ou espacar apenas em um a dois dias
(Paylor, Spencer, Yuva-Paylor, & Pieke-Dahl, 2006).

No presente trabalho os testes para avaliar comportamentos indicativos de ansiedade e
depressdo foram realizados em animais previamente testados ao longo do tempo para
avaliacdo do comportamento nociceptivo (testes de von Frey e hot plate), uma vez que
para validacdo da inducdo dos modelos de dor isso se revelava crucial. Assim, tendo em
conta a possivel interferéncia dos testes nociceptivos na realizacdo dos testes de ansiedade
e depressdo efetuamos num grupo adicional de animais naive a bateria de testes de
ansiedade e/ou depressdo e comparamos com um grupo de animais saudaveis previamente
submetidos a avaliagdo nociceptiva e subsequentemente avaliacdo de ansiedade e/ou
depressdo. Este estudo teve como intuito estudar a influéncia da realizacdo dos testes
nociceptivos a precederem em alguns dias os testes para avaliagdo comportamental da

ansiedade e da depressao.
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No teste de open field observou-se que os animais ndo submetidos previamente a testes
nociceptivos percorreram uma distancia inferior. Os animais sujeitos a testes de nocicepgao
apresentam valores mais aceitaveis de acordo com o0 que esta descrito na literatura para
este teste. Uma hipdtese que pode apoiar os resultados obtidos e para o facto de os animais
n&o sujeitos a testes de nocicepgdo previamente ndo apresentarem valores de acordo com o0
descrito para animais naive, pode ser, porque 0s animais ndo estdo habituados a
manipulacdo, enquanto que 0s animais previamente sujeitos a testes de nocicepcao foram
mais manipulados e estavam portanto mais habituados ao stress dos testes e ao
experimentador (Mogil et al., 2010). Embora no presente estudo o nimero de bolos fecais
ndo tenha sido contabilizado, futuramente esta poderéd ser uma medida til, na medida em

gue € uma medida indicadora dos niveis de stress (Hall, 1934).

No teste elevated plus maze detetaram-se diferencas estaticamente significativas entre os
dois grupos experimentais relativamente ao tempo de permanéncia nos bragos abertos da
plataforma. O grupo sujeito previamente a testes nociceptivos apresentou uma
percentagem de tempo de permanéncia inferior nos bracos abertos, o que sugere gque estes
animais estariam mais ansiosos quando comparados com 0s animais do grupo néo sujeito a

nocicepgéo.

No teste marble burying que também avalia ansiedade, ndo foram observadas diferencas
significativas entre os dois grupos experimentais , sugerindo que para este teste ndo parece

haver interferéncia na realizagdo de avaliagdo nociceptiva previamente.

No teste forced swimming observaram-se diferencgas significativas entre os dois grupos
experimentais, sendo que o0 grupo sujeito previamente a testes de nocicepg¢ao apresentou
maior tempo de imobilidade. Estes resultados vao de encontro ao que Voikar et. al. (2004)
demonstraram num estudo em que 0s animais sujeitos a baterias de testes maiores,
apresentam maior tempo de imobilidade (Voikar, Vasar, & Rauvala, 2004). Estes
resultados sugerem que os animais deste grupo estariam mais depressivos. E de salientar
que o grupo experimental que néo foi sujeito a nocicepgao apresentou valores aceitaveis de
acordo com o descrito por Yalcin et. Al. (2011) para animais controlo e que o animal
injetado com venlafaxina® também apresentou valores semelhantes, o que nos faz ter

relativa confianga quanto a condic6es de realizagao do teste e a sua validagao.

Estas experiéncias demonstram que na generalidade os testes de avaliacdo de ansiedade e

depressdo usados neste trabalho, com excecdo do teste de marble burying, séo sensiveis a
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execucdo prévia e repetida de testes nociceptivos como descrito por alguns autores
(Mcllwain et al., 2001; Voikar et al., 2004).

Uma vez que estamos a trabalhar com modelos experimentais de dor e por isSo mesmo o
comportamento nociceptivo terd necessariamente que ser avaliado nestes animais, €
necessario ainda otimizar os protocolos experimentais, nomeadamente nas questfes
relacionadas com a distancia temporal entre testes e as repeticdes dos mesmos, para se
tentar conjugar, minimizando interferéncias, a avaliacdo comportamental nociceptiva e de
ansiedade e/ou depressdo nos mesmos grupos experimentais. Alternativamente os testes
nociceptivos e 0s testes de ansiedade e depressdo poderdo ser feitos em grupos
experimentais independentes, mas a desvantagem é que ficara mais complicado estabelecer

relacdo causal entre a dor e essas comorbilidades do foro afetivo-emocional.

e Consideracdes gerais a execucdo de estudos de ansiedade e/ou depressdo em

modelos de dor

Outros fatores que sdo cruciais para a avaliacdo de comportamentos de ansiedade e
depresséo € o ambiente do biotério onde sdo realizados os testes como descrito por alguns
autores (Chesler, Wilson, Lariviere, Rodriguez-Zas, & Mogil, 2002). Alguns dos fatores
mais importantes verificados neste trabalho e que podem influir os resultados obtidos sdo a
experiéncia do investigador, revelando-se essencial ser o mesmo experimentador a iniciar e
finalizar os testes comportamentais; o desenho experimental ser executado de acordo com
a espécie em questdo; a acomodacdo dos animais nas caixas (i.e espécies mais sociais
podem ficar em stress se colocados isolados em caixas); ter especial atencédo na verificacao
da existéncia de lesbes de agressdo nos animais (normalmente indicadoras de stress); a
importancia da existéncia de salas insonorizadas para melhor execucdo dos testes
comportamentais, uma vez que ruidos de fundo podem induzir stress nos animais; a
existéncia de luz regulavel de modo a efetuar os testes sempre com a mesma luz; coordenar
a limpeza das caixas de forma a evitar mudancas em dia de testes; se possivel ser sempre o
mesmo tratador do inicio ao fim da experiéncia; ter em atencdo o horario de realizacdo dos
testes devido &s variagdes no ritmo circadiano e ainda ter o cuidado de efetuar os testes
idealmente no mesmo horério; definir a ordem dos testes mediante o objetivo do estudo

tendo sempre em atencdo se podera haver conflito entre os testes. Estes factos séo
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premissas essenciais a realizacdo de um bom estudo comportamental ao nivel da

nocicepgéo, ansiedade e depressao.
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V1. Concluséo e perspetivas futuras

Neste trabalho estabelecemos no departamento dois modelos de dor neuropatica em
ratinho, nomeadamente o modelo SNI resultante da lesdo de nervos periféricos e 0 modelo
de neuropatia diabética induzida através de um protocolo de injecdes de STZ para futuro
uso em animais transgénicos. Embora ambos os modelos ja estivessem estabelecidos no
departamento ha varios anos em rato, 0 mesmo nao acontecia em Ratinho, tendo sido
necessario fazer adaptacdes nos protocolos de inducdo dos modelos, particularmente no
caso da neuropatia diabética, em funcdo da espécie animal. Foram também feitas
adaptacdes nos protocolos de avaliagdo do comportamento nociceptivo em ratinho,
comparativamente aos normalmente usados em rato, necessarios para a validacdo dos
modelos como efetivamente modelos de dor neuropatica. Em ambos os modelos,
conseguiu-se verificar o desenvolvimento de alodinia e hiperalgesia ao longo do tempo de
evolucdo de cada uma das patologias, de acordo com a literatura. Pretendemos também
com este trabalho estabelecer protocolos de avaliagdo comportamental de ansiedade e
depressao validados de acordo com o observado por outros investigadores. Depardmo-nos
com varios desafios uma vez que estes protocolos experimentais nunca tinham sido
instituidos no departamento até ao momento, nem sequer em rato. Concluimos neste
trabalho que as condicGes de execucdo dos testes de ansiedade e de depressao,
principalmente no que diz respeito aos testes open field e elevated plus maze, tém ainda de
ser otimizadas. Nomeadamente as condicdes de luz, seria importante estabelecer um
sistema de luz regulavel de modo a ajustar a luz de forma apropriada as condi¢des de
realizacdo de cada teste, outro fator importante seria insonorizar as salas de modo a
minimizar o possivel conflito entre ruidos de fundo e a execucédo dos testes. Um outro fator
que demonstrou ter alguma importancia nomeadamente na realizacdo do teste de elevated
plus maze foi o fato de um dos bragos abertos da plataforma ficar em frente a uma parede
branca, sendo que estd descrito na literatura que os ratos tém aversao a branco, esse seria

mais um fator a melhorar no biotério.

Relativamente aos testes de nocicepcao seria importante re-definir os tempos de avaliacao
para a sensibilidade térmica, de modo a evitar repetir o teste. Como conclusdo deste
trabalho mostrou-se essencial re-definir os protocolos de avaliagcdo de nocicepcdo e de
ansiedade e depressdo. Tendo em conta os resultados obtidos no estudo que executamos
com a finalidade de avaliar se a execugdo prévia de testes de nocicepgdo influi na

realizacdo de testes de ansiedade e depressdo serd importante futuramente pensar numa
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forma de minimizar estes efeitos. De forma a transpor este estudo aos animais transgénicos
nos quais serd necessario comprovar em cada grupo de animais o fendtipo nociceptivo, isto
é, ver se 0s animais desenvolvem alodinia e hiperalgesia de forma consistente e de acordo
com o que tem sido descrito nestes modelos de dor neuropatica antes de executarmos testes
nociceptivos ou de ansiedade e/ou depressdo em grupos experimentais distintos. Para
dizermos que a ansiedade e/ou depressdo estdo associadas ao desenvolvimento e
manutencdo da dor cronica terdo de ser otimizados os tempos de testes e possivelmente
realizar os testes de ansiedade e depressdo previamente aos testes nociceptivos, sendo

essencial espacar mais no tempo os testes.
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Apendice: composicao das solucdes

1. Tampé&o fosfato salino (PBS) (1L)

tampéo fosfato 0,1M pH=7,2:

Na2 H2PO4H20 — 15,609
K2HPO4 - 17,49
H20 para 1L

PBS:

PB 250 ml
H20 para 1L
NaCl - 99

2. Tampao fosfato salino com Triton-X (PBS-T)
PBS - 996ml
Triton X-100 - 4ml

3. Solugdo Tyrode’s (1L)
NaCl-6,8¢g

KCI - 0,409

MgCl 26 H20-0,32 g
MgSO47H20-0,1¢
NaH 2 PO4 H20 - 0,17 g
Glucose 1 g

NaHCO 3-22g

H20 para 1L

4. Solucdo crioprotectora (1L)
PB 0,1M pH=7,2 - 125 ml
H20 - 375 ml

Sacarose - 300g

Etilenoglicol- 300ml
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PB 0,1M pH=7,2 para 1L
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