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RESUMO

Em termos de saude publica, a dor destaca-se como um importante problema, sendo o
principal motivo da procura por consultas médicas em servigos de saude. Em nivel
mundial, os quadros de dor crénica possuem alta prevaléncia, afetando mais de um
guarto da populacao e mais de dois ter¢cos da populacdo brasileira, sendo as mulheres
mais amplamente representadas entre os pacientes com dor cronica. No entanto, ha
alta correlacdo dos quadros de dores crénicas com fatores psicolégicos e sociais que
podem, nos diferentes sexos, transformar a dor aguda, pontual, em dor crénica,
persistindo mesmo apos a cura da lesdo. Desta forma, mostra-se relevante investigar
0 papel do estresse precoce frente aos quadros de dor cronica e a influéncia da
diferenca sexual sob estas respostas. Para realizar essa investigacao foi empregado o
modelo hyperalgesic priming e para avaliagdo de respostas relacionadas a nocicepgéo
o teste de Von Frey e a escala facial de dor como um parametro para a quantificacao
de aspectos afetivos da dor e o estado do pelo para avaliacdo de comportamentos
relacionados a depressdo. Os resultados obtidos indicam que o estresse precoce €
capaz de causar um prejuizo na recuperacdo apés uma leséo, diminuindo os limiares
relacionados a laténcia de retirada de pata no teste de hiperalgesia mecéanica apos a
incisdo plantar. Na escala facial de dor foi possivel observar que o estresse precoce é
capaz de aumentar os escores de expressao facial de dor apds a incisao plantar e apos
ainjecdo de prostaglandina (PGEZ2). Na avaliacdo do estado da pelagem foi observado
piora na qualidade do pelo em machos, demonstrando que o estresse psicossocial é
capaz de induzir comportamentos relacionados a sintomas depressivos. Desta forma
pode-se concluir que o estresse precoce € capaz de promover alteracdes sexualmente

diversas sobre a percepc¢éo dolorosa e sobre as respostas afetivas relacionadas a dor.

Palavras-chave: dor cronica; estresse; diferengas sexuais; hiperalgesia.



ABSTRACT

In terms of public health, pain stands out as an important problem, being the main
reason for seeking medical consultations in health services. Chronic pain is highly
prevalent worldwide, affecting more than a quarter of the population and more than two
thirds of the Brazilian population, with women being more widely represented among
patients with chronic pain. However, there is a high correlation between chronic pain
and psychological and social factors that can, in both sexes, transform acute, punctual
pain into chronic pain, persisting even after the injury has healed. Thus, it is relevant to
investigate the role of early stress in chronic pain and the influence of sexual differences
on these responses. To conduct this investigation, the hyperalgesic priming model was
used, and to evaluate responses related to nociception, the Von Frey test and the facial
pain scale were used as a parameter for quantifying the affective aspects of pain, and
the condition of the hair to evaluate behaviors related to depression. The results
obtained indicate that early stress can impair recovery after injury, decreasing
thresholds related to paw withdrawal latency in the mechanical hyperalgesia test after
plantar incision. In the facial pain scale, it was possible to observe that early stress can
increase facial expression scores of pain after plantar incision and after prostaglandin
(PGEZ2) injection. In the assessment of coat condition, a worsening of coat quality was
observed in males, demonstrating that psychosocial stress can induce behaviors related
to depressive symptoms. Thus, it can be concluded that early stress can promote

sexually diverse changes in pain perception and affective responses related to pain.

Keywords: chronic pain; stress; sexual diferences; hyperalgesia.
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1 INTRODUCAO

A dor é definida como “uma experiéncia sensorial e emocional
desagradavel, associada, ou semelhante aquela associada, a uma lesao tecidual real
ou potencial’ (Desantana et al., 2020). Em termos de saude publica, a dor destaca-se
como um importante problema, sendo o principal motivo da procura por consultas
meédicas em servicos de saude (Solano G. et al., 2022).

A ativacdo prolongada das vias neurais da dor e o desequilibrio entre a
sinalizacdo somatossensorial excitatdria e inibitéria nociceptiva, juntamente com a
variabilidade na modulacdo das mensagens de dor no Sistema Nervoso Central
(SNC), podem transformar a dor aguda, pontual, em dor crbnica, persistindo mesmo
apos a cura da lesdo (Sallum, A. et al., 2011; Colloca et al., 2017). Entretanto, a dor
cronica muitas vezes tem a etiologia incerta, o que acarreta o ndo desaparecimento
apos o emprego dos procedimentos terapéuticos convencionais (Dellaroza et al.,
2007). Nesse sentido, a dor crénica é uma condi¢do que possui alta influéncia negativa
na qualidade de vida dos individuos e a ineficacia farmacoterapéutica, gerando a
busca pelo desenvolvimento de novos analgésicos (Lemos et al., 2019).

Em nivel mundial, os quadros de dor crbnica possuem alta prevaléncia,
afetando mais de um quarto da populacédo (Mogil, 2012) e mais de dois tercos da
populacdo brasileira (Carvalho et al., 2018). Nesse cenario, destaca-se o dimorfismo
sexual presente na modulacdo da dor, sendo as mulheres mais amplamente
representadas entre os pacientes com dor cronica (Carvalho et al., 2018; Berkley,
1997). Isso porque algumas sindromes de dor crbnica altamente prevalentes que sao
encontradas em ambos 0s sexos ocorrem com muito mais frequéncia em mulheres
(Blanton; Barnes; McHann et al, 2021; Freynhagen et al., 2006; Unruh, 1996), como
as dores neuropatica, poés-operatéria e temporomandibular, podendo afetar
permanentemente a qualidade de vida (Ostrom et al., 2017; Mogil, 2012).

Evidéncias clinicas e pré-clinicas demonstram efeitos potentes do estresse
no processamento e resposta a dor, sugerindo que a natureza, a duracdo e a
intensidade do estressor sdo determinantes fundamentais como o fendmeno de
hiperalgesia induzida por estresse (Jennings et al., 2014). Dessa forma, experiéncias
aversivas no inicio da vida, principalmente em relagdo ao ambiente, como o estresse
social causados por negligéncia na criagdo, abuso fisico, sexual ou psicolégico,

conflitos interpessoais, derrota devido desgosto e a morte de parentes podem ser
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estressores psicoldgicos e sociais e afetar o desenvolvimento do cérebro contribuindo
para o desenvolvimento da dor crénica (Green; Alvarez; Levine, 2021). Além disso, a
exposicao ao estresse repetitivo foi relatada como um fator de risco para a disfuncéo
dos mecanismos reguladores da dor, incluindo a dor crénica (Imbierowicz; Egle, 2003;
Jones; Power; Macfarlane, 2009).

Neste sentido, a exposicdo cronica a estressores fisicos ou psicolégicos,
agueles relacionados ao comprometimento da integridade fisica do individuo e
agueles que podem dar origem a efeitos psicolégicos ou emocionais sob forma de
sintomas, respectivamente, é capaz de desencadear a hiperalgesia induzida pelo
estresse tanto em humanos como em roedores (Gibbons et al., 2012; Dina et al., 2011;
Le Roy et al., 2011). Por exemplo, ha evidéncias de que o estresse social e a dor
compartilham vias neurais que se sobrepde, 0 que sugere que o sistema de deteccéo
de dor pode ter sido adaptado para identificar e reagir a ameacas sociais (Karos et al.,
2018). No entanto, o modelo animal de Estresse de Testemunho de Derrota Social
(Social Defeat Stress Witness, em inglés) é considerado um modelo de estresse
psicossocial porque envolve a exposicdo de um individuo a situagdes sociais
estressantes de forma indireta, por meio da observagcédo de conflitos ou agressées
entre outros individuos. Assim, este modelo é utilizado em estudos com animais,
especialmente roedores, para investigar os efeitos do estresse sobre o cérebro, o
comportamento e a fisiologia. Os individuos submetidos ao Estresse de Testemunho
de Derrota Social (ETDS) néo sofrem agressao fisica direta, mas vivenciam o evento
ao observar a derrota social de outro individuo, o que reproduz o estresse psicologico
causado por presenciar eventos traumaticos na vida real (Nollet, et al., 2021). Dessa
forma, a exposicdo ao ETDS afeta comportamentos sociais, emocionais e funcdes
fisiologicas, como alteracdes nos niveis de hormdnios do estresse (cortisol em
humanos e corticosterona em roedores), também podendo induzir comportamentos
de depresséo e retraimento social (Gibbons et al., 2012; Dina et al., 2011; Le Roy et
al., 2011).

Em relacdo as diversas causas de dores cronicas na populagéo, como nos
casos resultantes de procedimentos cirargicos (Joshi; Ogunnaike, 2005), esses estao
associados a processos neuroplasticos no SNC (May, 2008). Neste sentido, 0 modelo
animal de hiperalgesia latente, do inglés hyperalgesic priming, distingue as fases
aguda e crbnica da dor (Reichling; Levine, 2009) e assim possibilita intervencoes

moleculares e farmacoldgicas especificas para entender os mecanismos envolvidos
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na persisténcia da dor. Em suma, o modelo envolve a aplicacdo de um estimulo
nociceptivo primario, como a incisdo plantar, que sensibiliza 0s nociceptores
periféricos e 0 SNC. Apds a supressdo dessa sensibilizacdo inicial, um segundo
estimulo (por exemplo, injecdo plantar de prostaglandina, PGE2) resulta em um
estado prolongado de hiperalgesia (Burton et al., 2017; Reichling; Levine, 2009; Price;
Ray, 2019).

Embora na literatura ja se encontrem achados demonstrando relacdes
diretas entre o estresse no inicio da vida e o surgimento de dor crénica em humanos
e em animais (Jennings et al., 2014; Amini-Khoei et al., 2017; Nishinaka et al., 2015;
Niwa et al., 2011), ainda ndo é claro de que forma esse fator interage com as
diferencas sexuais na modulacéo da dor. Diante disso, o presente estudo torna-se
importante pela busca da compreenséo dos mecanismos de interacdo destes fatores,
por meio de investigacbes relacionadas as alteracbes comportamentais sobre as
respostas perceptivas discriminativas e dos componentes afetivos-emocionais da dor
em camundongos de diferentes sexos submetidos previamente ao estresse de
testemunho de derrota social e posteriormente submetidos ao modelo de hiperalgesia
latente.

Diante disso, a hipétese deste estudo € de que o estresse precoce de
testemunho de derrota social em camundongos fémeas resultara em hiperalgesia
exacerbada apés a submissdo ao protocolo de hiperalgesia latente quando

comparadas aos machos.
2 OBJETIVO

Investigar as possiveis alteragbes nas respostas dolorosas de
camundongos machos e fémeas submetidos precocemente ao estresse de
testemunho de derrota social (ETDS).
3 MATERIAL E METODOS

3.1 ANIMAIS

Foram utilizados 24 camundongos machos familiares e ndo agressores

para o protocolo de Testemunho de Interacdo ndo Agressiva (TINA) e 12
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camundongos como intrusos no protocolo de Estresse de Testemunho de Derrota
Social (ETDS) de aproximadamente 30 dias pés-natal (DPN), junto com 64
camundongos como residentes no protocolo de Estresse de Testemunho de Derrota
Social (ETDS) - que s&o animais ja mantidos no laboratério de experimentos
anteriores de outros alunos, com aproximadamente 60 DPN -, 12 camundongos
machos como Testemunhas de Estresse de Derrota Social (ETDS) de
aproximadamente 28 DPN, 12 camundongos fémeas como Testemunhas de Estresse
de Derrota Social (ETDS) de aproximadamente 28 DPN, 12 camundongos machos
como Testemunhas da Interacdo nao Agressiva (TINA) de aproximadamente 28 DPN
e 12 camundongos fémeas como Testemunhas da Interacdo nao Agressiva (TINA) de
aproximadamente 28 DPN, resultando em, ao todo, 148 camundongos heterogénicos
machos e fémeas da linhagem Swiss-Webster. Os animais provenientes do Centro de
Pesquisa e Producdo de Animais (CPPA) do Instituto de Biotecnologia da UNESP
(IBTEC) de Botucatu, foram mantidos no biotério do Laboratério de Farmacologia da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara (FCFAr-UNESP) em caixas
coletivas (3 animais por caixa), com condi¢des controladas de temperatura (21 + 1°C)
e luz (ciclo claro-escuro de 12/12horas, luzes acesas as 7:00), com intensidade

luminosa de aproximadamente 100 Lux e livre acesso ao alimento e agua.

3.2 ESTRESSE DE TESTEMUNHA DE DERROTA SOCIAL (ETDS)

Foi utilizado modelo intruso-residente semelhante aos de Golden et al.
(2011) e Sial et al. (2016), permitindo a exposi¢cdo simultanea de duas testemunhas
ao estimulo agressor. Dessa forma, o animal intruso (camundongo macho com 60
DPN) foi colocado em uma gaiola individual (10,5 x 8 x 20,7 cm), que contém
perfuracdes e exposto a caixa-moradia (31,6 x 21,5 x 20,7 cm) de um coespecifico
agressivo nao familiar, denominado residente, e submetido a ataques de derrota
social, enquanto animais experimentais (machos e fémeas com 28 DPN),
denominados testemunhas, assistiram o encontro agonistico entre os machos, atraves
de uma gaiola protetora de acrilico (8 x 8,5 cm) no interior da caixa do residente a fim
de testemunharem a agressao ao intruso e sua consequente submissao.

O episbédio de estresse de derrota social teve duracdo de 15 minutos,
divididos em trés fases de 5 minutos cada: inicialmente tanto o intruso quanto as

testemunhas foram colocados em suas respectivas gaiolas protetoras e inseridos na
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caixa-moradia do residente (Figura 1A). Na sequéncia, o intruso foi retirado da gaiola
protetora e exposto aos ataques do residente, enquanto o episddio foi assistido pelas
testemunhas (Figura 1B). Na terceira fase, o intruso foi entdo colocado de volta na
gaiola protetora (Figura 1C). As testemunhas permaneceram o0 episodio somente
mantendo interagbes auditivas, visuais e olfativas com 0s animais intrusos e
residentes e sem contato visual entre elas. Ao final, o intruso e as testemunhas
retornaram as suas caixas-moradia (28,5 x 17,5 x 12 cm).

Os episédios ocorreram por 10 dias, sendo um por dia. O grupo controle
consistiu em animais que passaram pela interacdo nao-agressiva (INA), isto &, o
intruso foi exposto a um camundongo ndo agressor e familiar, e foi observado por

outras duas testemunhas (TINA) (machos e fémeas com 28 DPN).

Figura 1 — Representacédo esquematica de uma sessao de estresse de testemunho
de derrota social vista de cima e de frente

A 5min B 5min c 5min

™ » f + TM 1 » ™

— ™ » ™ M

*
"’
.
=
-n

Legenda: A) Camundongo intruso confinado na gaiola proterora. B) Periodo de confrontacdo com o
residente. C) Periodo pds-derrota, onde o camundongo intruso retorna para a gaiola protetora. R,
residente; I, intruso; TM, testemunha macho; TF, testemunha fémea.

Fonte: Banco de representa¢gdes esqueméaticas do Laboratério de Farmacologia (2024)

3.3 CONDICAO DA PELAGEM

Assim como descrito por Nollet e colaboradores (2021), foi avaliado a
condicdo da pelagem dos animais que passaram pelo processo de testemunha de
derrota social. Isto porque, em roedores, a ma condicdo da pelagem é relacionada a

um estado de apatia e € definida como um déficit em comportamentos orientados a
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objetivos, de tal forma que foi atribuido a qualidade do pelo um valor numérico entre
0 e 1, considerado entdo como 0, pelagem em boas condi¢des; 0,5, pelagem
moderadamente em mas condicdes e 1, pelagem em mas condic¢des. Ao final, foi feita
a soma de cada area do corpo do animal, incluindo a cabeca, pescoco, dorso,
abddémen, patas dianteiras, patas traseiras e comec¢o da cauda, sendo 7 a pontuacdo
méxima (Figura 2).

Figura 2 — Andlise da condicdo da pelagem

Cabeca

Pescoco

Cauda

Fonte: Nollet et al, (2021)

3.4 AVALIACAO DE HIPERALGESIA MECANICA (TESTE DE VON FREY)

Os animais foram confinados em caixas de acrilico (12 x 20 x 17 cm) que
permitiam acesso as suas patas para habituagdo por 30 minutos (Figura 3) e
submetidos, posteriormente, a aplicacdes de microfilamentos de Von Frey de forcas
variaveis em ordem crescente (Figura 5) na superficie plantar de sua pata direita
traseira, de forma a causar uma leve curvatura (Figura 4). Dessa forma, quando o
animal apresentou comportamento nocifensivo, como a retirada brusca da pata e
agitacdo da mesma ap0ds a retirada do microfilamento, foi considerada resposta
positiva para o teste (DEUIS et al., 2017). Para a analise dos resultados, € utilizado o
célculo estabelecido por Chaplan e seus colaboradores (1994), que converte o0s
registros obtidos para o limiar de retirada da pata em gramas. Assim quanto menor o

limiar de retirada da pata, mais sensivel esta o animal.
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Figura 3 — Habituacdo dos camundongos

| B

Fonte: Banco de imagens do Laboratério de Farmacologia (2024)

Figura 4 - Teste de Von Frey, aplicacdo do microfilamento na pata onde foi feito a

incisdo plantar

Fonte: Banco de imagens do Laboratério de Farmacologia (2024)

Figura 5 — Microfilamentos de Von Frey

Fonte: Banco de imagens do Laboratério de Farmacologia (2024)
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3.5 HIPERALGESIA LATENTE - INCISAO PLANTAR

Os animais foram submetidos a anestesia com Isoflurano a 1% e em
seguida ao procedimento de incisdo plantar de aproximadamente 11 mm na pata
direita traseira (Figura 6). Os animais passaram por um periodo de recuperacao e 24
horas ap0s a incisdo os limiares de retirada da pata no Teste de Von Frey e a avaliagdo
da escala facial de dor foram mensurados. Apés 14 dias, em que 0s animais passaram
por um periodo de recuperacdo enquanto seus limiares de retirada da pata no teste
Von Frey e a avaliacdo da escala facial de dor foram mensurados com retorno para
os niveis basais confirmado, eles receberam injecéo de prostaglandina (PGEZ2) (100
mg/25 pL) no mesmo local da inciséo, para o desencadeamento do processo de dor

cronica.

Figura 6 — Incisdo Plantar na pata direita traseira

Fonte: Banco de imagens do Laboratério de Farmacologia (2024)

3.6 ESCALA FACIAL DE DOR PARA CAMUNDONGOS

Juntamente com o teste de Von Frey, foi realizada a avaliacdo da escala
facial de dor, desenvolvida por Langford e colaboradores (2010) para a quantificacédo

dos aspectos afetivos de dor. Neste sentido, foram avaliados aspectos como a posicéo
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das orelhas do animal, contragdo da musculatura dos olhos, do focinho e das
bochechas e a posi¢cdo das vibrissas. ApOs a analise desses aspectos 0s animais
foram classificados em (0) dor ndo presente/nédo visivel; (1) dor moderada; (2) dor
severa. Os resultados foram apresentados como a média de cada um dos escores

designado aos sujeitos experimentais. A escala esté representada na Figura 7.

Figura 7 — Escala facial de dor para camundongos

* Vitsrmuses perce sus Curvenr

Fonte: National Centre for the Replacement Refinement & Reduction of Animals in Research (2015)

3.7 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Conforme representado na Figura 8, o protocolo de ETDS, que teve 10 dias
de duracao, teve inicio no 28° DPN, o que seria equivalente & adolescéncia nos
humanos (Laviola et al., 2003). Passado este periodo, os animais foram mantidos em
suas gaiolas, sendo monitorados diariamente. No 39° DPN, os sujeitos passaram pelo
processo de avaliagdo da condicdo da pelagem. No DPN 59, os sujeitos foram
avaliados nos testes de Von Frey e de Escala Facial de Dor para os registros de
medidas basais, junto com a avaliacdo de condicdo da pelagem. No DPN 60,
equivalente a fase adulta (Laviola et al., 2003), as testemunhas foram submetidas a
cirurgia de incisdo plantar. Vinte e quatro horas apds a incisdo os animais foram

submetidos novamente aos testes para avaliagdo da dor (Von frey e escala facial de
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dor). Quatorze dias ap0s a incisdo, 0s animais receberam as injecdes de PGE2 na
mesma pata da incisdo e foram submetidos aos testes para avaliacdo da dor. Apés

este periodo, os animais foram eutanasiados.

Figura 8 — Delineamento Experimental

28 39 59 60 61 73 74
DPN DPN DPN DPN DPN DPN DPN  Eutanasia
| | | | | |
ETDS I | [ | |
CP CP VF IP VF VF PGE2
ED ED VF
CcP ED
CcP

Legenda: DPN, dias pés-natal; CP, condicdo da pelagem; VF, Von Frey; ED, escala facial de dor; IP,
inciséo plantar; PGE2, inje¢céo plantar de prostaglandina.
Fonte: Autoria propria (2024)

3.8 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados através da ANOVA de trés vias para medidas
repetidas (fator 1. condicao; fator 2: sexo; fator 3: dia). Nos casos de significancia, as
analises foram seguidas pelo teste de comparac¢des multiplas de Duncan. O valor de

p menor ou igual a 0,05 foi considerado como significativo.
3.9 ETICA

Todos os procedimentos e 0 protocolo experimental foram submetidos ao
Comité de Etica de Uso de Animais (CEUA) da FCFAr-UNESP, e conduzido seguindo
os principios do Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal
(CONCEA), registrada com o Protocolo CEUA/FCF/CAr: 14/2023

4 RESULTADOS

4.1 AVALIACAO DE HIPERALGESIA MECANICA (TESTE DE VON FREY)
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A ANOVA multifatorial para medidas repetidas na analise do teste do Von
Frey indicou diferenca significativa apenas entre os dias [F3,132) = 29,80, p < 0,001],
sem interagao entre os fatores [F1xF2xF33132) = 0,18, p = 0,91]. A analise post hoc
revelou que independente do grupo, 0s animais apresentaram hiperalgesia mecanica

em relacdo a linha de base (LB) a partir da pos-cirurgia (PC, p < 0,05) (Figura 9).

Figura 9 - Avaliacao da hiperalgesia mecanica avaliada no Von Frey expressa pela
pressdo necessaria para retirada da pata em camundongos fémeas e machos.

Fémea TINA Macho TINA
0.8 —* Fémea ETDS —— Macho ETDS

=
=)
1

Pressao (g)
=]
n

R —

0.0 T T T T
ILLB PC Pré PEG2 Pos PEG2

=
1
\&——f

Legenda: * p < 0,05 em relagéo a LB. TINA, testemunho da interagdo ndo agressiva; ETDS, estresse
de testemunho da derrota social; LB, linha basal; PC, p6s cirurgia; Pré PGE2, pré injecdo de
prostaglandina 2; Pés PGE2, pos injecdo de prostaglandina 2.

Fonte: Autoria propria (2024)

4.2 EXPRESSAO FACIAL DE DOR

Na avaliacdo da escala facial de dor (Figura 10), a ANOVA multifatorial para
medidas repetidas indicou diferenca significativa para os fatores condicdo [F2(1,44) =
43,20, p < 0,001], dia [F3@,132) = 54,38, p < 0,001], e interacdo entre condi¢do e dia
[F2xF3@,132) = 16,44, p < 0,001]. A andlise post hoc revelou que independente do sexo,
houve piora na expressdo do componente emocional da dor apds a cronificacéo da

dor (pés PGE2) nos animais que testemunharam a derrota social.

Figura 10 - Avaliacdo da expressdao facial de dor expressa pela média de escores

dado a cada regido facial em camundongos fémeas e machos.
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Fémea TINA Macho TINA
1.0- - [émea ETDS =+ Macho ETDS
: #
%
0.8
e
T 0.6
=
2
S 0.4+
=W
0.2 -
0.0 & T i 1

LB PC Pré l;(}F,Z Pés PGE2
Legenda: * p < 0,05 emrelagdo a LB. # p < 0,05 para machos vs fémeas. TINA, testemunho da interagao
nado agressiva; ETDS, estresse de testemunho da derrota social; LB, linha basal; PC, pos cirurgia; Pré
PGE2, pré injecéo de prostaglandina 2; Pés PGE2, pos injecdo de prostaglandina 2.
Fonte: Autoria propria (2024)

4.3 ESTADO DO PELO

Com relacao ao estado da pelagem (Figura 11), a ANOVA multifatorial para
medidas repetidas indicou diferenca significativa para os trés fatores [F1.,44) = 38,70,
p < 0,001; F2@,44) = 43,57, p < 0,001; F3(,132 = 60,95, p < 0,001], interacdo entre os
fatores sexo e dia [F1xF33,132) = 4,15, p < 0,008] e condicao e dia [F2xF33,132) = 3,42,

p < 0,02], mas sem interag&o entre os fatores [F1xF2xF3132) = 1,95, p = 0,13].

Figura 11 - Avaliacdo do estado da pelagem em camundongos fémeas e machos
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Legenda: TINA, testemunho da interacdo ndo agressiva; ETDS, estresse de testemunho da derrota
social; LB, linha basal; PD, p6s derrota; PC, pés cirurgia; Pré PGE2, pré injecéo de prostaglandina 2;
Pbés PGE2, pds injecéo de prostaglandina 2.

Fonte: Autoria propria (2024)

5 DISCUSSAO

Os dados descritos neste estudo demonstraram que o0 modelo de
hiperalgesia latente promoveu aumento de hipersensibilidade mecanica, através da
incisdo plantar, independente do grupo experimental e do sexo dos animais. Foi
observado também que a injecdo de prostaglandina (PGEZ2) desencadeou o processo
de dor cronica, como ja demonstrado na literatura (Asiedu et al., 2011; Reichling;
Levine, 2009). Além disso, também foi possivel observar os efeitos da incisdo plantar
NOS grupos experimentais, para a expressao facial em que os animais que passaram
pelo procedimento de estresse de testemunho de derrota social, modelo utilizado para
induzir o estresse psicossocial precoce, tiveram um aumento do escore apos a injecao
de prostaglandina, demonstrando a presenca de respostas afetivas associadas a
condicéo dolorosa.

Embora néo tenha sido observado diferenca significativa entre os grupos
para a hiperalgesia mecéanica no momento da indug&o do quadro algico (pds-incisao)
e na manutencao (pos-PGEZ2), nos dados obtidos no Von Frey foi possivel observar
gue a incisdo plantar promoveu hiperalgesia mecéanica em todos o0s grupos, causando
certo prejuizo narecuperacdo da lesdo a ponto de ndo haver retorno dos seus limiares
para a condi¢cdo basal.

Além disso, apods a injecdo de PGE2 ndo se observou diferenca entre os
grupos, embora fosse esperado que animais do grupo experimental que passaram
pelo procedimento de testemunho de derrota social, especialmente as fémeas,
pudessem ter sua resposta a dor acentuada, conforme relatado em estudos prévios
(Lemos et al., 2019; Mogil, 2012; Berkley, 1997; Unruh, 1996; Ostrom et al., 2017).
Contudo, o mediador inflamatério (PGE2) desencadeou um processo hiperalgico
cronico em todos o0s animais, 0 que ja era esperado, de acordo com a literatura
(Kandasamy; Price, 2015).

No entanto, os resultados mostraram que 0 estresse psicossocial precoce
afetou as respostas relacionadas a dor, apos a inciséo plantar, induzindo hiperalgesia
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mecanica persistente (Pagliusi et al., 2018). Embora a questdo da causalidade
permaneca sem resposta, levantamos a hipétese de que o estresse de testemunha
de derrota social e a injecdo de PGE2 estariam gerando neuroplasticidade em areas
cerebrais especificas da dor crbnica e, como consequéncia, predispondo a
cronificacdo da dor. Corroborando essa ideia, Norman, Karelina e Zhang (2010)
mostraram que 2 semanas de estresse cronico por contencao antes da leséo do nervo
poupado exacerbaram a hiperalgesia mecanica (Norman et al., 2010).

Considerando os resultados, vale mencionar um possivel efeito de priming
no nociceptor induzido por estresse cronico. E bem conhecido que o estresse cronico,
incluindo o estresse de derrota social, resulta em ativacao crénica do eixo hipotalamo-
pituitaria-adrenal (HPA), que, por sua vez, induz um aumento de citocinas
inflamatodrias circulantes (Tian et al, 2014; Nasef et al, 2017). Esse ambiente
inflamatorio induzido pelo estresse cronico pode alternar o nociceptor, tornando-o
mais suscetivel a PGE2 em um processo chamado priming hiperalgésico (Reichling;
Levine, 2009). Nesse contexto, um estudo desenvolvido por Aghajani e colaboradores
(2012) mostrou que o estresse social cronico foi capaz de retardar a recuperagao do
limiar nociceptivo ap6s um modelo de dor pés-operatdria em camundongos, indicando
gue citocinas inflamatdrias locais, juntamente com citocinas liberadas pelo estresse,
estariam desencadeando a hiperresponsividade do nociceptor (Aghajani et al., 2012).

A hiperalgesia € uma resposta aumentada a um estimulo doloroso (Meeker
et al., 2021). Dessa forma altera a maneira como 0 corpo gera e processa sinais de
dor, como um limiar de dor mais baixo e maior sensibilidade a dor. A dor é resposta
fisiolégica a um estimulo e é importante para o funcionamento do corpo. Sem a
capacidade de sentir dor, as pessoas hao teriam como saber quando agir para se
protegerem das lesdes (Cleveland Clinic, 2022). Em humanos a intensidade da dor
pode ser verbalizada. No caso de camundongos, para se avaliar a nocicep¢ao, uma
das formas é a utilizacdo de microfilamentos de von Frey, que possuem uma forca
calibrada na qual é aplicada a uma parte do corpo do animal, nesse caso a pata direita
traseira (mesma em que foi realizada a inciséo), e assim avaliar a sensibilidade
nociceptiva mecanica (McMackin et al., 2016).

Para os dados da expressdo facial de dor, os resultados obtidos
demonstraram que apdés a aplicacdo da prostaglandina (PGE2) houve o aumento na
expressao facial em todos os grupos, porém, mais exacerbada nos grupos que foram

submetidos ao estresse de testemunho de derrota social, ndo diferindo entre os sexos,
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0 que indica que este modelo de dor é capaz de induzir alteracBes nas respostas
afetivas, e ndo apenas sensoriais em camundongos, tal qual descrito em outros
estudos (Baptista-de-Souza et al., 2020; Tillu et al., 2015), assim como outros modelos
de dor, como por exemplo a constricdo do nervo ciatico (Tavares et al., 2023). Além
disso, é indicado também por esses resultados que o estresse psicossocial prejudica
0 processo de recuperacdo apos uma lesdo, deixando-a com hipersensibilidade
mecanica e aumento na expressao facial.

Para o estado da pelagem foi observado resultado em que 0s grupos que
passaram pelo procedimento de estresse psicossocial precoce apresentaram
aumento de escore no decorrer do delineamento experimental, quando comparados
ao grupo controle, mais especialmente os animais machos apresentaram uma piora
na qualidade do pelo apés a derrota social e cronificacdo da dor, caracterizando assim
o dimorfismo sexual como relevante sobre as respostas emaocionais.

Em sintese, os resultados obtidos neste trabalho corroboram as evidéncias
clinicas que indicam a associacao entre quadros de dor crénica e o desenvolvimento
de disturbios afetivos (Gongalves et al., 2008). Além disso, reforgcam a hipotese de que
0 estresse precoce desempenha um papel significativo no agravamento e
intensificacdo da dor crénica (Jennings et al., 2014; Amini-Khoei et al., 2017), uma vez
gue os achados do presente estudo revelaram que os animais submetidos ao
procedimento de testemunho de derrota social apresentaram uma persisténcia da
hipersensibilidade mecéanica e comprometimento no processo de recuperacdo da
les&o.

Por fim, cabe destacar que nao foi observada presenca significativa do
dimorfismo sexual no que tange ao prejuizo na recuperacdo da lesdo aguda e a
intensificacdo das respostas afetivas a dor. Entretanto, no que se refere a
comportamentos associados a sintomas depressivos, 0s machos demonstraram maior
suscetibilidade, respondendo de maneira mais acentuada a esses aspectos. Embora
0 presente estudo ndo tenha investigado mecanismos por tras da causalidade entre a
dor e comportamentos do tipo depressivo, é plausivel considerar que o estresse de
testemunho de derrota social estaria estimulando a neuroplasticidade em areas
cerebrais especificas provavelmente compartilhadas pela dor crénica e depresséao e,
como consequéncia, predispondo tanto a cronificagdo da dor quanto ao
comportamento do tipo depressivo, como descrito em outros estudos (Suarezroca et
al., 2006; Rivat et al., 2007; Conti et al., 2002; Pollak et al., 2010).
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Dessa forma, houve avanco na compreensdo das interrelacbes entre
estresse social e cronificagdo da dor, mostrando que o estresse precoce pode ser
caracterizado como um fator estressor relevante, influenciando tanto as respostas

emocionais quanto os mecanismos de dor cronica em camundongos.



28

6 CONCLUSAO

Este estudo visa contribuir para que novas abordagens possam ser
desenvolvidas para o tratamento de pessoas com dor cronica, destacando a
necessidade de se considerar fatores como a influéncia social, o estresse psicossocial
€ 0 sexo como variaveis determinantes para o sucesso terapéutico. Além disso,
também ressalta a importancia do bem-estar animal em protocolos experimentais em
gue sao investigadas respostas nociceptivas e comportamentais em roedores.

Com base nos resultados, conclui-se que experiencias aversivas no inicio
da vida afetaram de maneira distinta as respostas sensoriais e afetivo-emocionais em
camundongos submetidos ao protocolo de cronificacdo da dor. Enquanto a exposi¢ao
ao TINA ou ETDS durante a adolescéncia torna camundongos mais vulneraveis ao
processo de cronificacdo da dor avaliada no modelo de hiperalgesia latente, os
resultados ainda indicam que o ETDS promove exacerbacdo da expresséao facial de

dor e piora na qualidade do pelo, um indicativo de sintomas associados a depressao.
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