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RESUMO

Quadros de dor crénica acometem mais de dois tercos da populacéo brasileira, tendo
prevaléncia significativamente maior em mulheres. Além disso, héa alta correlacédo dos
guadros de dores crénicas com psicopatologias, desencadeando nos diferentes sexos
alteracOes progressivas emocionais e de humor, como ansiedade e depresséo. Estes
quadros sao multidimensionais e envolvem aspectos fisicos, psicologicos e
socioculturais impactando o bem-estar individual e social. Desta forma, mostra-se
relevante investigar o papel do isolamento social frente aos quadros de dor cronica e
estresse, e a influéncia da diferenca sexual sob estas respostas. Para realizar essa
investigacdo foi empregado o modelo hyperalgesic priming e para avaliacdo de
respostas relacionadas a nocicepcdo o teste de Von Frey e a escala facial de dor
como um parametro para a quantificacdo de aspectos afetivos da dor. O teste de
labirinto em cruz elevado (LCE) foi utilizado para a andlise das respostas associadas
com ansiedade; o teste de esguicho de sacarose, ganho de peso e estado do pelo
para avaliacdo de comportamentos relacionados a depresséo. Os resultados obtidos
indicam que o isolamento social é capaz de causar um prejuizo na recuperagao apos
uma lesdo, diminuindo os limiares relacionados a laténcia de retirada de pata no teste
de hiperalgesia mecanica em fémeas 14 dias apos a incisdo plantar. Na escala facial
de dor foi possivel observar que a condi¢do de alojamento é capaz de aumentar 0s
escores de expressao facial de dor em fémeas e machos 14 dias apds incisdo e apos
injecdo de prostaglandina (PGEz). A analise do LCE demonstrou que apenas 0S
machos isolados apresentaram aumento das respostas relacionadas a ansiedade.
Entretanto, embora ndo tenhamos observado diferenca significativa entre os grupos
no teste do esguicho de sacarose, na avaliagdo de ganho de peso e estado da
pelagem foi observado um prejuizo no ganho de peso e piora na qualidade do pelo,
demonstrando que o isolamento social € capaz de induzir respostas relacionadas a
anedonia e apatia. Desta forma pode-se concluir que o isolamento social é capaz de
promover alteracdes sexualmente diversas sobre a percepcao dolorosa e sobre as
respostas afetivas relacionadas a dor.

Palavras-chave: dor crénica; ansiedade; depressao; isolamento social.



ABSTRACT

Chronic pain affects more than two-thirds of the Brazilian population, with a significantly
higher prevalence in women. Furthermore, there is a high correlation between chronic
pain and psychopathologies, triggering progressive emotional and mood changes in
different sexes, such as anxiety and depression. These conditions are
multidimensional and involve physical, psychological, and sociocultural aspects,
impacting individual and social well-being. Considering these, it is relevant to
investigate the influence of social isolation in female and male mice in the nociceptive
and affective responses and the influence of sexual differences on these responses.
To carry out this investigation the animals were submitted to the hyperalgesic priming
model and the Von Frey test and Grimace Mouse Scale as a parameter for quantifying
affective aspects of pain. Moreover, the elevated plus maze was be used to analyze
responses associated with anxiety; the sucrose splash, weight gain, and coat state to
evaluate behaviors related to depression. The results obtained indicate that social
isolation is capable of causing impairment in recovery after an injury, reducing the
thresholds related to paw withdrawal latency in mechanical hyperalgesia in females. In
the grimace mouse scale, it was possible to observe that the housing condition is
capable of increasing facial pain expression scores in females and males. Interestingly,
the elevated plus maze analysis demonstrated that only isolated males showed
increased anxiety-like responses. The results of the sucrose splash showed no
significant difference, however, it was observed the impairment in weight gain and coat
state in the male and female isolate animals. In this way, it can be concluded that
social isolation is capable of promoting sexually diverse changes in pain perception
and affective responses related to pain.

Keywords: chronic pain; anxiety; depression; social isolation.
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1. INTRODUCAO

A dor é definida pela Associagéo Internacional para Estudos da Dor como “uma
experiéncia sensorial e emocional desagradavel associada a um dano real ou
potencial dos tecidos, ou descrita em termos de tais lesdes”. A experiéncia da dor é
pessoal e individual, mesmo que seja de natureza universal, pois todos os seres
humanos ja tiveram pelo menos uma vez essa experiéncia (BRAGA; RODRIGUES,
2018). Além disso, é influenciada por fatores bioldgicos, sensitivos (extensdo e
localizacdo da lesdo), emocionais (ansiedade, medo), sociais e culturais (no
estoicismo por exemplo, onde se valoriza o autocontrole, a dor sera vivenciada
diferente de outras culturas) (SARTI, 2001).

A dor crénica pode ser definida como a dor continua ou recorrente de duracéo
minima de trés meses, muitas vezes tem a etiologia incerta, ndo desaparece com o
emprego dos procedimentos terapéuticos convencionais (DELLAROZA et al., 2007).
Quadros de dor crénica acometem mais de dois ter¢cos da populagao brasileira, tendo
prevaléncia significativamente maior em mulheres, independentemente da idade e do
tipo de dor (CARVALHO et al., 2018). Apesar da elevada prevaléncia da dor cronica -
estima-se que mais de 1 milhdo de pessoas sejam afetadas em todo o mundo - ainda
h& muito a ser compreendido sobre as causas subjacentes desta condicao, e hd uma
necessidade urgente de melhores terapias para o tratamento de quadros algicos
(BURMA et al., 2016). Estes quadros sao multidimensionais e envolvem aspectos
fisicos, psicolégicos e socioculturais impactando o bem-estar individual e social
(GUREJE et al., 1998). Além disso, o limiar de dor é variavel entre espécies, estudos
tém demonstrado que homens e mulheres diferem quanto a tolerancia e sensibilidade
a dor (TRINDADE et al.,2013).

Por se tratar de um quadro de longa duracao, a dor crénica perde a funcéo de
ser sinal de alerta a algum dano, causando também sofrimento, incapacidade e custo
socioecondmico (DELLAROZA et al., 2007). Existem evidéncias de que a transi¢cao
de dor aguda para cronica ocorreria em consequéncia de alteragbes na
neurofisiologia das vias nociceptivas (FEIZERFAN; SHEH, 2015). Neste sentido,
estudos em ratos demonstraram alteracdes nos nervos periféricos que alteram a
amplitude de resposta aos estimulos aplicados, e também pode haver alteracbes nas
vias centrais da transmissao dolorosa (KAYSER E GUILBAUD, 1984)
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Diversos estimulos estressores podem alterar respostas dolorosas e exacerbar
a percepcao da dor (JENNINGS et al., 2014). Do ponto de vista social, um importante
estimulo estressor pode ser 0 isolamento social que é uma preocupacao crescente e
associada a problemas de saude fisica e mental, causando aumento das morbidades
e mortalidade (BRANDT et al., 2022). A pandemia decorrente do COVID-2019 foi um
dos grandes desafios sociais e de saude, com consequéncias drasticas na populacao
mundial, como piora em quadros de dor, desemprego, dificuldade socioeconémica e
falta de exercicio, entre outros. Dados sugerem que a pandemia e o isolamento
aumentam o estresse, e consequentemente o risco de desenvolver quadros de dor
cronica (NIETO et al., 2020).

Embora na literatura ja se encontrem achados pré-clinicos (PUGLISI-
ALLEGRA; OLIVERIO, 1983) e clinicos (KARAYANNIS et al., 2019; SMITH et al.,
2019), demonstrando o impacto do isolamento social sobre respostas algicas, ainda
nao é claro de que forma esse fator interage com as diferencas sexuais ha modulagéo
da dor.

Outro aspecto importante do ponto de vista epidemioldgico, relaciona-se as
taxas de comorbidade de quadros de dores cronicas com psicopatologias,
principalmente relacionadas aos transtornos emocionais e afetivos. Neste aspecto,
estima-se que 20-40% dos pacientes com dor crénica apresentam também quadros
de ansiedade e depressao (BURMA, 2017). De acordo com a Organizacdo Pan-
Americana da Saude (OPAS) a depressao grave € um dos principais contribuintes
para a carga global de doencas. Segundo a Pesquisa Vigitel 2021, em média, 11,3%
dos brasileiros relataram ter recebido um diagndéstico médico da doenca, sendo visto
gue a frequéncia foi maior entre as mulheres (14,7%) em comparagdo com 0s homens
(7,3%). Os sintomas do transtorno depressivo maior incluem anedonia, humor
deprimido, perturbacdo do sono, mudanca no peso/apetite (HASLER et al. 2004).

A dor e a ansiedade sdo condi¢cdes que se apresentam concomitantemente
com muita frequéncia (LIU et al., 2015). Especificamente, Costa e colaboradores
(2019) descreveram que pacientes portadores de diferentes tipos de doencas crbnicas
apresentaram maior prevaléncia de ansiedade. Além disso, segundo o Relatorio
Mundial de Saude Mental feito pela Organizagdo Mundial de Saude (OMS) em 2019
no Brasil durante o primeiro ano da pandemia, os quadros de ansiedade aumentaram
mais de 25%.
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Cabe ainda ressaltar que diversos estudos ja apontavam que séo as mulheres
a maioria das acometidas por processos patologicos que envolvem dor e emocdes
ou ambos (TSANG et al., 2008; YANG et al., 2017). Entretanto, contraditoriamente,
apenas 20% de estudos da area préclinica da neurociéncia séo realizados em machos
e fémeas, e 25% néo especificam o sexo dos animais (BEERY, 2018). Infelizmente,
esse viés em estudos pré-clinicos trouxe como consequéncia para a sociedade, uma
série de condutas e prescricdes que sao ineficazes em mulheres (KLEIN et al., 2015)
visto que foram baseadas em estudos que tiveram como sujeitos experimentais
principalmente machos. Com isso, € importante que mais estudos utilizem fémeas em
seus protocolos experimentais, assim podendo comparar os resultados obtidos com
0s machos, a fim de verificar se ha diferencas.

Dentre os modelos animais que podem ser empregados para avaliar respostas
nociceptivas, o modelo denominado hyperalgesic primming pode ser empregado
como uma ferramenta relativamente nova, que vem sido mais utilizada com o decorrer
dos anos, em que é possivel investigar mecanismos de plasticidade neuronal que
estdo diretamente relacionados ao desenvolvimento de quadros de dor cronica
(REICHLING; LEVINE, 2009). A plasticidade neuronal, presente nos processos de
cronificacdo da dor, € uma caracteristica adaptativa do sistema nervoso que pode ser
definida como a capacidade de resposta de um neurénio a estimulos intrinsecos ou
extrinsecos. Nesse sentido, apdés uma leséo, as alteracdes plasticas que remodelam
o sistema nervoso autbnomo envolvem um equilibrio entre a morte celular e a
regeneracao dos neurénios preservados (TERENGHI; KINGHAM, 2009).

Além disso, evidéncias apontam que dor pré-existente € um fator de risco
importante para quadros de dor crbnica pos-incisao, sugerindo assim que a dor pré-
existente pode ser um estimulo inicial que causa um estado de dor crbénica induzida
por incisdo (KANDASAMY; PRICE, 2015). Desta forma, no hyperalgesic priming os
animais recebem o primeiro estimulo nocivo (incisdo plantar), que vai desencadear
hiperalgesia aguda, detectada como uma diminui¢ao no limiar da resposta de retirada
a um estimulo de pressdo mecanica aplicado a pata inflamada. Essa inflamacéo ira
desaparecer em poucos dias, quando o0s animais recebem um segundo estimulo de
uma citocina inflamatéria, a prostaglandina (PGE2), que vai desencadear um processo
hiperalgésico crbnico. Estudos prévios ja demonstraram que a hiperalgesia induzida

por PGE:2 além de aumentar e prolongar esse quadro inflamatério envolve também
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alteracbes neuroplésticas nas vias de sinalizagdo intracelular (REICHLING; LEVINE,
2009; PRICE; RAY, 2019; KANDASAMY; PRICE, 2015).

Neste sentido, dada as evidéncias apontadas acima e especialmente aquelas
gue demonstraram que o0 isolamento social € capaz de interferir em respostas
nociceptivas em animais (PUGLISI-ALLEGRA and OLIVERIO, 1983) e em humanos
(KARAYANNIS et al., 2019; SMITH et al., 2019), a hipGtese para o desenvolvimento
deste estudo € de que o isolamento social € capaz de alterar as respostas dos
componentes sensitivo e afetivos relacionadas a dor crénica e que estas alteracbes

englobam diferencas sexuais em camundongos machos e fémeas.

2 OBJETIVO
Avaliar o impacto do dimorfismo sexual e do isolamento social sobre os

componentes sensoriais e afetivos-emocionais no processo de cronificacao da dor.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS
- Avaliar o comportamento relacionados a depressédo com os testes de esguicho
de sacarose, estado da pelagem e ganho de peso;
- Avaliar o comportamento relacionado a ansiedade com o teste de Labirinto em

cruz elevado.

3 MATERIAIS E METODOS

3.1 ANIMAIS

Foram utilizados 86 camundongos (44 machos e 42 fémeas) Swiss-Webster
com aproximadamente 60 dias pds natal (DPN), provenientes do biotério central da
Universidade Estadual Paulista. Os animais foram mantidos em condicdes
controladas de temperatura (23 + 2°C) e luz (ciclo de luz 12/12h) e tiveram livre acesso
ao alimento e a agua, exceto durante os periodos de teste.

3.2 INCISAO PLANTAR E TRATAMENTOS

Antes do procedimento cirdrgico os animais foram submetidos ao Teste de Von
Frey e escala facial de dor para mensuracdo das respostas nociceptivas basais.
Posteriormente, sob anestesia com Isoflurano a 1%, foi realizada a incisao plantar de
aproximadamente 11 mm na pata direita do animal (Figura 1). Os animais passaram

por um periodo de recuperacdo e 24 horas apés a incisdo os limiares de retirada da
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pata no Teste de Von Frey e a avaliagdo da escala facial de dor foram mensurados.
Apos a confirmacéo do retorno do limiar de retirada da pata para os niveis basais
(aproximadamente apds 15 dias), os animais receberam injecdo de prostaglandina
(PGE-2) (100 ng/25 pl) no mesmo local da incisao. O limiar de retirada da pata no Von
Frey e a avaliagédo da escala facial de dor foram novamente mensurados 3 e 24 horas
apos as injecoes de PGE2 (BAPTISTA-DE-SOUZA et al., 2020; REICHLING; LEVINE,
2009)

Figura 1 - Incisdo Plantar na

pata direita traseira

ot - Autoria propria (2023)

3.3 TESTES PARA AVALIACAO DE NOCICEPCAO

3.3.1 AVALIACAO DE HIPERALGESIA MECANICA

Os camundongos foram acomodados individualmente em caixas de
acrilico transparente para habituacdo por 30 minutos (Figura 2), ap0s isso foi aplicado
monofilamentos de von Frey de forcas variaveis (Figura 4). As aplicac6es séo feitas
na superficie plantar da pata direita traseira do animal, com forca suficiente para
causar uma leve curvatura (Figura 3). No teste sdo consideradas respostas positivas
guando o animal exibe comportamentos nocifensivos, como a retirada brusca da pata,
e agitacdo da pata apdés a retirada do microfilamento (DEUIS; DVORAKOVA,;
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VETTER, 2017). Para a andlise dos resultados, €é utilizado o calculo estabelecido por
Chaplan e seus colaboradores (1994), que converte os registros obtidos para o limiar
de retirada da pata em gramas. Assim quanto menor o limiar de retirada da pata, mais

sensivel estd o animal.

Figura 2 - Habituacao dos camundongos

Fonte: Banco de imagens do Laboratério de Neuropsicofarmacologia (2023)

Figura 3 - Teste de Von Frey, aplicacdo do microfilamento na pata onde foi feito a
incisdo
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Fonte: Banco de imagens do Laboratério de Neuropsicofarmacologia (2023)

3.3.2 ESCALA FACIAL DE DOR PARA CAMUNDONGOS

A escala facial de dor para camundongos foi desenvolvida por Langford e
colaboradores (2010), sendo utilizada para quantificacao de aspectos afetivos da dor.
Para avaliagéo, sao considerados a posicao das orelhas, contracdo da musculatura
dos olhos, do focinho e das bochechas, e posicéo das vibrissas. Apos a andlise desses
aspectos os animais sdo classificados em (0) dor ndo presente/nao visivel; (1) dor
moderada; (2) dor severa. Os resultados séo apresentados como a média de cada um
dos escores designado aos sujeitos experimentais. A escala esta representada na

Figura 5.

Figura 5 - Escala facial em camundongos

Protuberancia da bochecha

= Orelhas rotacionadas para fora e/ou
para tras, afastando-se da face

= Vibrissas estdo voltadas para tras
contraa bochecha, ou para frente
"em pé"

= Vibrissas perdem sua curvatura
natural "para baixo” ou se aglomeram

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

3.4 TESTES PARA AVALIACAO DE COMPORTAMENTOS RELACIONADOS A
ANSIEDADE
3.4.1 LABIRINTO EM CRUZ ELEVADO

O labirinto em cruz elevado (LCE) foi previamente adaptado para camundongos
por Lister (1987) e utilizado como ferramenta para avaliar respostas relacionadas a
ansiedade desde seu desenvolvimento (PELLOW et al., 1985, RODGERS;

JOHNSON, 1995). O aparato utilizado em formato de cruz é composto por: 2 bragos
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fechados nas laterais por vidro (30 x 5 x 15 cm), dois bragos abertos (30 x 5 x 0,25
cm), 0S quais ndo possuem protecdo nas laterais, e o centro que interliga os bragcos
do aparato (5 x 5 cm) (Figura 6). Neste teste, camundongos foram expostos ao LCE
durante 5 minutos As sessOes sao gravadas por um sistema de filmagem e
posteriormente analisadas no software X-plo-Rat, desenvolvido pelo grupo de
pesquisa do laboratoério do Dr. Silvio Morato, da Faculdade de Filosofia, Ciéncias e
Letras da Universidade de Sao Paulo, em Ribeirdo Preto-Brasil (0 software pode ser
baixado livremente em (http://Scotty. FFCLRP.USP.br/X-plo-Rat.html). Foram
analisados os comportamentos de frequéncia de entradas nos bracos abertos
(nimero de vezes em que o animal cruza com as quatro patas linha diviséria de cada
braco), porcentagem de entradas nos bracos abertos [(entrada nos bracos
abertos/total de entradas) x 100], porcentagem do tempo de permanéncia nos bragos
abertos [(tempo no braco aberto/300) x 100], e como medida de atividade locomotora,
0 numero de entradas nos bracgos fechados (RODGERS; JOHNSON, 1995).

Figura 6 - Labirinto em Cruz Elevado

Fonte: Banco de imagens do Laboratério de Neuropsicoarmacologia (2023)

3.5 TESTES PARA AVALIACAO DE COMPORTAMENTOS RELACIONADOS A
DEPRESSAO

3.5.1 TESTE DE ESGUICHO DE SACAROSE

O teste consiste em “esguichar” uma solu¢ao a 10% de sacarose no dorso do
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camundongo em uma gaiola. Por conta da viscosidade, a solucdo adere a pelagem
do animal e induz o comportamento de autolimpeza (grooming). O tempo (em
segundos) de grooming, avaliado por 5 minutos, pode ser usado como um indice de
autocuidado e comportamento motivacional (ISINGRINI et al., 2010). Também &
avaliado a laténcia e frequéncia.

Trabalhos prévios demonstram que o0 estresse crénico reduz esse
comportamento, o que pode ser considerado um paralelo com comportamento apatico
e anedoOnico, em razdo do valor hedbnico que solugcbes doces tém para esses
roedores (BAPTISTA-DE-SOUZA et al., 2020; YALCIN; AKSU; BELZUNG, 2005).

3.5.2 ESTADO DA PELAGEM

Foi avaliado o estado da pelagem dos camundongos em dois momentos, sendo
no dia anterior a incisdo, para avaliar a sua condi¢cdo basal do estado da pelagem e
no décimo sexto dia (Ultimo dia de experimento).

Como o estado da pelagem esta relacionado ao comportamento de limpeza,
sendo uma medida da motivagdo do animal. Foi avaliado a pelagem nas seguintes
areas do corpo: cabeca, pescoco, costas, abdémen e cauda (Figura 7). E dado uma
pontuacdo ao estado da pelagem para cada area: 0 (bom) para pelagem lisa e
brilhante, sem manchas desgrenhadas e espetadas; 0,5 (moderado) para pélo
levemente desarrumados e com algumas manchas pontiagudas; 1 (ruim) para pélos

desarrumados e despenteados com leves manchas (NOLLET, 2021).

Figura 7 - Analise estado da pelagem
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Cabecga

Pescogo

Cauda

Fonte: Nollet (2021)

3.5.3 GANHO DE PESO

O ganho de peso pode ser utilizado como parametro que apresenta uma
relagcdo com resposta de anedonia. Tal evidéncia é ressaltada pelo fato de que a maior
parte dos pacientes depressivos apresentam alteracées no consumo alimentar e no
peso, seja com perda ou ganho de apetite (HASLER ET AL. 2004). Os camundongos
foram pesados em dois momentos, sendo no dia anterior a incisdo, para avaliar seu
peso basal e no décimo sexto dia (Gltimo dia de experimento), a fim de observar uma
potencial perda/ganho de peso (PLANCHEZ; SURGET; BELZUNG, 2019).

4 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL
O protocolo experimental foi iniciado com a chegada dos animais ao biotério

(com aproximadamente 21 DPN), com a sua distribuicdo de acordo com o tipo de
alojamento a que cada um seria submetido (isolado ou alojado em grupo).

Com aproximadamente 60 DPN, os animais foram avaliados pelo teste de Von
Frey, escala facial de dor, estado da pelagem e peso antes do procedimento cirtrgico
para os registros das medidas basais de hiperalgesia mecéanica e os escores para a
escala facial de dor. ApGs a incisdo plantar (todos 0s grupos experimentais passam
por esse procedimento), os animais foram submetidos novamente aos testes para
avaliacdo da dor (Von Frey e escala facial de dor). Quatorze dias apos a incisdo 0s
animais receberam as injegcdes de PGE2 na mesma pata da incisdo e foram

submetidos aos testes para: Avaliacdo da dor (Von Frey e escala facial de dor);
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Avaliacado de comportamento do tipo ansioso (labirinto em cruz elevado) e respostas
relacionadas a depressédo (esguicho de sacarose, estado da pelagem e peso). O

delineamento pode ser visto na Figura 8.

Figura 8 - Delineamento Experimental

Gatilho para
ador
Incisdo cronica /
Plantar Injedo de

PEG2

1°Dia  2° Dia 3° Dia 14° Dia 15% Dia 16% Dia 172 Dias

[ ] * . . ™ . s °
4 semanas 2 semanas
- :f?"c = - | g " ¥ Eutanasia
animais - F—! I = =
! ! Froy
Y
Legenda:
S Peso
Andlise do pelo = |  Labirinto em cruz elevado
Escala facial de dor
4 Inciséo Plantar
! ! Von Frey
Injecéo de PEG2
}- l
Esquicho de sacarose |
Fonte:Autoria Propria (2023)
5 ETICA

O protocolo experimental foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara — UNESP, recebendo Protocolo:
CEUA/FCF/ CAr 19/2022. E conduzido seguindo os principios do Conselho Nacional
de Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA).
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6 ANALISE ESTATISTICA
Os dados de todos os experimentos foram analisados através da ANOVA de

duas vias (fator 1: sexo ; fator 2: tipo de alojamento). Entretanto, os resultados dos
testes: Von Frey, Escala Facial de Dor e Estado da Pelagem foram submetidos a
ANOVA de duas vias para medidas repetidas. Nos casos de significancia, as analises
foram seguidas pelo teste de comparacbes multiplas de Duncan. Os valores de p

menores ou iguais a 0,05 foram considerados como significativos.

7 RESULTADOS
7.1 VON FREY

A ANOVA de duas vias para medidas repetidas na analise do teste do Von Frey
revelou efeitos para os fatores condicéo (F (1,45 = 7,89 P < 0.05), dia (F 4.180) = 83,79
P < 0.05) e interacdo entre os fatores dia e sexo (F 4,180) = 2,51 P < 0.05). A analise
post hoc Duncan revelou que 14 dias apds a incisdo plantar o grupo de fémeas
isoladas respondeu a menores pressfes para retirada da pata em comparacao as

fémeas alojadas em grupo e aos machos isolados (Figura 9).

1.51 »
—— Fémeas em grupo
Machos em grupo
© 1.0- —— Fémeas Isoladas
x§ —— Machos Isolados
(7]
g
o 0.5
0.0

Figura 9- Avaliacdo da hiperalgesia mecéanica avaliada no Von Frey expressa pela presséo
necessaria para retirada da pata em camundongos fémeas e machos (n=11=14). As barras
representam as médias e o erro padrdo da média (M+EPM). *P < 0,05 significancia com

relacéo a condicdo. #P < 0,05 significancia com relagdo ao sexo.
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7.2 EXPRESSAO FACIAL DE DOR

Para os dados da escala facial de dor a ANOVA de duas vias para medidas
repetidas revelou efeitos para os fatores condicdo (F (145 = 16,23 P < 0.05), dia (F
4,180) = 36,93 P < 0.05) e interagao entre os fatores dia e condi¢ao (F (4,180 = 2,55 P <
0.05). A andlise post hoc Duncan revelou que 14 dias apés a incisdo plantar o grupo
de fémeas isoladas possuem maiores escores de expressao facial de dor quando
comparados com as fémeas em grupo e os machos isolados. Apos 3 horas da injecao
de PGE2 as fémeas isoladas apresentaram maiores escores de expressao facial de
dor quando comparados com as fémeas em grupo. Além disso, foi observado também
qgue 3h apos a injecdo de PGE:2, essa resposta permanece e 0s machos alojados
individualmente também apresentaram maiores escores de expressao facial de dor

guando comparados com 0s machos em grupo (Figura 10).

—— Fémeas em grupo
- Machos em grupo

—— Fémeas Isoladas

—— Machos Isolados

Escore

Figura 10 - Avaliagdo da expressao facial de dor expressa pela média de escores dado a
cada regido facial em camundongos fémeas e machos (n=11=14). *P < 0,05 significancia com

relacéo a condicdo. #P < 0,05 significancia com relagéo ao sexo.

7.3 LABIRINTO EM CRUZ ELEVADO

A ANOVA bifatorial na andlise da exploracdo aos bracos do LCE para as
fémeas e machos revelou que para a porcentagem de entrada nos bracos aberto
foram observadas significancia para o fator sexo (F 158) = 13,16 P < 0.05) e interagéo

entre os fatores sexo e condicéo (F (1,58 = 4,23 P < 0.05). A analise post hoc Duncan
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revelou que os machos isolados apresentam uma diminuicdo %EBA comparados ao
grupo macho alojados em grupo e as fémeas alojadas individualmente. Para o numero
de entradas nos bracos fechados néo foram observadas significancia para nenhum
dos fatores.

Para as respostas relacionadas a porcentagem de tempo gasto nos bracos
abertos foram observadas significancia para o fator sexo (F (1,58) = 14,97 P < 0.05) e
condicao (F @58 =12,71 P < 0.05). Semelhante ao observado para a porcentagem de
entradas nos bragos abertos foi observado que os machos isolados apresentam uma
diminuicdo %TBA comparados ao grupo macho alojados em grupo e as fémeas

alojadas individualmente (Figura 11).
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Figura 11 - Avaliacdo da exploracdo aos bracos do labirinto em cruz elevado em
camundongos fémeas e machos (n=14-11) . As barras representam as médias e o erro padréo
da média (M+EPM). *P < 0,05 significAncia com relagdo a condigdo. #P < 0,05 significancia
com relacdo ao sexo. O grafico (A) entrada nos bracos fechados; (B) porcentagem tempo

bracos abertos; (C) porcentagem entrada nos bracos abertos
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7.4 ESGUICHO DE SACAROSE

A ANOVA bifatorial na analise do comportamento de autolimpeza no teste do
esguicho da sacarose revelou que ndo houve significancia para laténcia para inicio
da autolimpeza, frequéncia e tempo gasto no comportamento de auto-limpeza (Figura
12).

- Fémea em grupo
100+
- Macho em grupe
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250+
2004
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. : .
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Figura 12 - Avaliacdo do comportamento de autolimpeza em camundongos fémeas e machos.

Tempo (s)

As barras representam as médias e o erro padrdo da média (M+EPM) (n=11-14). *P < 0,05
significancia com relacdo a condi¢cdo. O grafico (A) laténcia, diferenca de tempo entre o

esguicho de sacarose e 0 momento do grooming; (B) frequéncia; (C) tempo total gasto.
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7.5 GANHO DE PESO

A ANOVA de duas vias para medidas repetidas na analise de ganho de peso
nas fémeas e machos revelou efeitos para os fatores condicéo (F (146) = 15,53 P <
0.05), sexo (F (1,46) = 4,29 P < 0.05). A andlise post hoc Duncan revelou que 0s grupos
machos e fémeas isolados apresentaram um prejuizo no ganho de peso quando

comparados com os machos e fémeas alojados em grupo (Figura 13).

- Fémea em grupo

-
o
1

Macho em grupo

* - Fémea Isolada

* * - Macho Isolado

(3]
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-10-
Figura 13 - Avaliacdo do ganho de peso em camundongos fémeas e machos. As barras
representam as médias e o erro padrdo da média (M+EPM) (n=11-14) . *P < 0,05 significancia

com relacdo a condigao.

7.6 ESTADO DO PELO

A ANOVA de duas vias para medidas repetidas na andalise do estado do pelo
em fémeas e machos revelou efeitos para os fatores alojamento (F (1,45) =46,46 P <
0.05), dia (F a5 = 65,75 P < 0.05) e interacéo entre os fatores dia e alojamento (F
@45 = 7,47 P < 0.05). A analise post hoc Duncan revelou que os grupos fémeas
isoladas, fémeas grupo, machos isolados e machos grupo apresentaram maior
escore, ou seja, piora na qualidade do pelo, quando comparados aos seus respectivos
grupos nas condi¢gdes basais. Foi observado também que os machos e fémeas
isolados ap6s a injecdo de PGE: apresentaram aumento do escore quando

comparado com os machos e fémeas alojados em grupo (Figura 14).
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Figura 14 - Avaliacao do estado da pelagem em camundongos fémeas e machos. As barras
representam as médias e o erro padrao da média (M+EPM) (n=11-14). *P < 0,05 significancia
com relacdo a condicdo. #P < 0,05 significancia com relacéo ao sexo. P < 0,05 comparado
ao respectivo grupo na condicdo basal.

8. DISCUSSAO
Os dados descritos neste estudo demonstraram que a incisdo plantar

promoveu aumento de hipersensibilidade mecéanica independente do tipo de
alojamento e do sexo dos animal. Foi observado também que a injecdo de PGE-:
desencadeou o processo de dor crénica, 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
gue todos os grupos tiveram um aumento do escore apos a incisao e apoés a injecédo
de prostaglandina, demonstrando a presenca de respostas afetivas associadas a
condicdo dolorosa. Na resposta a exposi¢cdo ao LCE foi observado que apenas os
machos isolados apresentaram aumento de respostas relacionadas a ansiedade.
Além disso, ndo foram observadas diferencas entre os grupos no teste de esguicho
de sacarose, embora as fémeas e os machos isolados apresentaram um prejuizo no
ganho de peso e na condi¢do da pelagem.

Especificamente, embora ndo tenhamos observado diferenca significativa entre
0S grupos para a hiperalgesia mecanica no momento da indugcdo do quadro algico
(pbs-incisédo) e na manutencao (pos-PGE2) nos dados obtidos no teste do Von frey,
foi possivel observar que o isolamento social foi capaz de causar um prejuizo na

recuperacdo da lesdo apenas nas fémeas isoladas. Os resultados obtidos neste teste
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demonstraram que a inciséo plantar promoveu a hiperalgesia mecanica em todos os
grupos. Entretanto, apos 14 dias os machos alojados em grupo ou isolados e fémeas
alojadas em grupo tiveram o retorno dos seus limiares para a condicdo basal, com
excecao das fémeas isoladas, que permaneceram com o limiar de retirada da pata
reduzida, o que pode indicar que o isolamento social desencadeia um prejuizo na
recuperacéao da leséo.

Apos a injecdo de PGE2 ndo se observou diferenca entre os grupos, embora
fosse esperado que os animais isolados pudessem ter sua resposta a dor acentuada,
conforme relatado em estudos prévios (ZHANG; ZHOU; ZHOU, 2022; PUGLISI-
ALLEGRA AND OLIVERIO, 1983). Embora o isolamento social tenha afetado
respostas relacionadas a dor em fémeas 14 dias apés a incisdo plantar, o mediador
inflamatério (PGE2) desencadeou um processo hiperalgésico crénico em todos o0s
animais, independente de seu modo de alojamento (KANDASAMY; PRICE, 2015).

A hiperalgesia é 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. Sentir dor é
um sinal de alerta de que algo estd errado. Sem a capacidade de sentir dor, as
pessoas ndo 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
de se avaliar 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 incisdo), e assim avaliar a sensibilidade
nociceptiva mecanica (MCMACKIN et al., 2016). Vale ressaltar também que j& foi visto
em estudos anteriores que ratos expostos a um fator estressante exibiram respostas
acentuadas de hiperalgesia mecanica (REICHLING; LEVINE, 2009).

Para os dados da expresséao facial de dor, os resultados obtidos demonstraram
gue apos a incisao plantar houve o aumento na expressao facial em todos os grupos,
indicando que este modelo de dor € 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; TAVARES et al.,
2023). Curiosamente, apos 14 dias as fémeas isoladas mantiveram o escore elevado

guando comparados com as fémeas em grupo e os machos isolados, este resultado
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indica que, para as fémeas, o0 isolamento social prejudica o processo de recuperagao
apos uma leséo, deixando-a também com hipersensibilidade mecéanica e aumento na
expressao facial.

Em um estudo realizado em humanos foi observado que a sensacgao a dor
quando submetidos ao teste “cold pressor pain” foi maior em participantes que
estavam sozinhos do que os que estavam acompanhados (MARTIN; TUTTLE;
MOGIL, 2014). Com base nisso é possivel observar que o meio social influencia na
percepcao a dor. Além disso, também foi demonstrado que o impacto da dor € menor
em casos que o individuo esta incluido em um meio acolhedor (KARAYANNIS, 2019).

Ainda nos dados obtidos com o teste da escala facial de dor, trés horas apos a
PGE2 os machos isolados apresentaram maiores escores de expressao facial quando
comparado com os machos em grupo. Esse resultado indica que o isolamento social
pode influenciar tanto nas respostas fisicas, quanto nas respostas afetivas da dor em
machos e em fémeas, embora estas diferencas entre 0s grupos nao permanecam 24
horas ap0s a injecdo de prostaglandina.

Adicionalmente, nos dados obtidos com o LCE para avaliagdo de respostas
relacionadas a ansiedade foi observado que o protocolo de hyperalgesic priming
promoveu um aumento destas respostas apenas em machos isolados com a
diminuicdo da entrada e tempo gastos nos bracos abertos do labirinto. O indice de
locomocéo dado pela entrada nos bracos fechados (GULICK; GOULD, 2009) nao
apresentou diferenca entre 0s grupos, ou seja, a locomoc¢ao de todos 0s animais néo
estava prejudicada pelo procedimento experimental.

Cabe destacar que o comportamento dos animais no LCE esta diretamente
relacionado a preferéncia dos roedores para espacos escuros/fechados e a aversao
de altura/espacos abertos. Deste modo o LCE tem sido amplamente utilizado como
um ensaio comportamental para avaliar os efeitos de farmacos que interferem na
ansiedade (WALF; FRYE, 2007). Entretanto, apesar da simplicidade aparente do
modelo, diversos sao os fatores que afetam o comportamento de camundongos
submetidos a esse teste como: sexo, estado nutricional, hora do dia, manipulacéo do
animal, ruidos sonoros, luminosidade da sala experimental (MORATO, 2006).

Ja foi observado na literatura que a ansiedade e quadros de dor cronica estao
intimamente associados, sendo a ansiedade um importante componente para
respostas de catastrofizacdo, sensibilizacdo a dor e evitacdo de movimentos ou
atividades por medo da dor (HOTTA et al., 2022; DERSH; POLATIN; GATCHEL,
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2002). Entretanto, no presente estudo nao foi observado diferenca nas respostas do
grupo das fémeas isoladas. Tal fato pode ter ocorrido pelos possiveis interferentes -
citados acima - no teste. Outra hipotese se baseia na insensibilidade do teste para
captar a consequéncia emocional do protocolo nas fémeas. Possivelmente, para
avaliar as consequéncias no comportamento ansioso em fémeas seja necessario
maior intervalo entre a injecdo de PGE: e a exposi¢do ao LCE.

Embora tenha sido demonstrado anteriormente a influéncia do ciclo estral no
perfil comportamental de camundongos fémeas exposta ao LCE, em que no periodo
diestro observa-se menos tempo nos bracos abertos do que os machos, enquanto no
periodo proestro passam mais tempo nos bracos abertos do que machos (WALF,;
FRYE, 2007), dados mais recentes apontam que as fémeas se comportam de maneira
semelhante aos machos no LCE, mas apresentam niveis globais de ansiedade mais
baixos (KNIGHT et al., 2021). Esse fato corrobora evidéncias que apontam que as
fémeas possuem naturalmente comportamentos um pouco distintos dos machos.
Assim, a importancia da influéncia do ciclo no teste ainda ndo esta totalmente
estabelecida, podendo entéo essa alteracao no resultado estar relacionada ou néo ao
ciclo estral (LOVICK; ZANGROSSI JR., 2021).

Além disso, embora dados prévios ja obtidos pelo nosso grupo demonstraram
gue camundongos que foram submetidos ao modelo de hiperalgesic primming
apresentam alteracdes em respostas relacionadas a anedonia avaliadas no teste de
esguicho da sacarose (BAPTISTA-DE-SOUZA et al., 2020), no presente trabalho néo
foi possivel detectar alterac6es nesse comportamento, embora seja claro que quadros
de dor crénica sdo estressores e capazes de alterar respostas de anedonia, todavia,
esta auséncia de efeitos nesse teste ja foi observada (DA-COSTA et al., 2023). Um
importante aspecto a ser considerado nessa divergéncia de resultados pode estar
relacionada a linhagem de camundongos utilizada, visto que no estudo de Baptista-
de-Souza e colaboradores (2020) foram utilizados camundongos C57BL/6J e no
presente trabalho camundongos Swiss Webster. Neste sentido, na literatura ja existe
essa correlacao, onde diferentes comportamentos podem ser observados a depender
da linhagem do animal (SHANKS; ANISMAN, 1988). Estes achados fortalecem a
hip6tese de que algumas consequéncias emocionais relacionadas ao processo de
cronificacdo da dor podem demandar de periodos maiores para que possam ser

observadas.
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Entretanto, para a avaliacdo do ganho de peso foi observado que os machos e
fémeas isolados tiveram prejuizo neste parametro. Achados semelhantes foram
observados em estudos prévios (HU et al., 2017; ELIWA et al., 2020; HAO et al., 2001;
CHIDA; SUDO; KUBO, 2005) e podem indicar que a condicdo de alojamento tenha
promovido diminuicdo na ingestdo da ragdo induzida pelo estimulo estressor do
isolamento causando uma perda significativa no peso corporal.

Resultado semelhante foi observado para o estado da pelagem, em que os
animais isolados (machos e fémeas) apresentaram uma piora na qualidade do pelo,
indicando assim que o isolamento social pode ser caracterizado como um estressor
relevante sobre respostas emocionais, tal como previamente demonstrado em outros
estudos (ELIWA et al., 2020; WANG et al., 2017; DA-COSTA et al., 2023). Cabe
ressaltar, contudo, que esse resultado contrasta com os obtidos no teste de esguicho
da sacarose em que apds a aplicacdo de uma solucdo acucarada no dorso dos
animais, ndo se observam diferencas entre os grupos para a atividade de auto-
limpeza.

Em resumo os resultados obtidos neste trabalho corroboram as evidéncia
clinicas que apontam estarem o0s quadros de dor cronica associados ao
desenvolvimento de disturbios afetivos (GONCALVES et al., 2008), e que o
isolamento social aumenta o estresse e piora 0 quadro de pacientes com dor crénica
(NIETO et al., 2020), uma vez que foi possivel observar no presente trabalho que os
animais alojados isoladamente, apresentaram permanéncia de hipersensibilidade
mecanica, além do mais os machos demonstraram uma exacerba¢cdo de respostas
relacionadas a ansiedade e depressdo, enquanto as fémeas o efeito foi visto no
comportamento depressivo. Cabe destacar que foi observada também a presenca de
dimorfismo sexual em que as fémeas foram afetadas principalmente com um prejuizo
na recuperacao da lesdo aguda e acentuacdo das respostas afetivas a dor, enquanto
0S machos parecem ser mais suscetiveis aos comportamentos relacionados a
ansiedade, e, ainda ambos 0s sexos respondem a alguns aspectos que se relacionam
com sintomas depressivos. Dessa forma, o isolamento social pode ser caracterizado
como um estressor relevante sobre respostas emocionais nos camundongos.

Por fim, este estudo visa contribuir para que novas abordagens possam ser
desenvolvidas para o tratamento de pessoas com dor cronica e que estas abordagens
considerem a influéncia social e 0 sexo como variaveis para o sucesso terapéutico. E

além disso, também ressalta a importancia do bem-estar animal em protocolos
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experimentais em que sao investigadas respostas nociceptivas e comportamentais

em roedores.

9 CONCLUSAO
Dessa forma é possivel concluir que o isolamento social altera as respostas

sensitivas e afetivas-emocionais de modo distinto em camundongos machos e fémeas
submetidos ao protocolo de cronificacdo da dor. Enquanto as fémeas estdo mais
sucetiveis aos aspectos afetivos da dor e apresentam um prejuizo na recuperacéao da
lesdo, os machos apresentam um perfil de aumento de respostas relacionadas a

ansiedade e ambos a alguns sintomas da depressao.
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