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RESUMO

CAMARGO, L. C. O papel do FATOR NEUROTROFICO DERIVADO DO CEREBRO (BDNF)
da via mesolimbica na hiperalgesia persistente, 2016.

Estudos epidemioldgicos revelam uma frequente co-morbidade entre dor crénica e
depressdo. O tratamento de ambas as condi¢cdes ainda é um grande desafio para a
ciéncia, e denota a necessidade de maior compreensdao dos mecanismos de
neuroplasticidade central, subjacentes ao desenvolvimento de tais estados. Tem
sido demonstrado que o Fator Neurotrofico Derivado do Cérebro (BDNF), promotor
de plasticidade neuronal, participa da modulacdo da dor e da etiologia da depresséo.
No entanto, ndo se sabe se esta neutrofina, no Nucleo Accumbens (NAc), através do
receptor de proteina Tirosina Quinase B (TrkB), estd envolvida no processo de
cronificagdo da dor, e se esta cronificagdo estaria associada a depressdo. Uma vez
que, a Area Tegmental Ventral (VTA) é a principal fonte de BDNF do NAc, e que o
Ativador de Plasminogénio tecidual (tPA) é uma protease envolvida na sintese da
isoforma madura de BDNF, a partir da isoforma precursora, foi investigado o papel
do BDNF do NAc no desenvolvimento da hiperalgesia persistente e se essa
hipersensibilizagdo afeta a expressao génica de BDNF e de tPA na VTA e os niveis
das isoformas precursora, truncada e madura do BDNF no NAc. Foi verificado
também se o tratamento com PGE; induz comportamento do tipo depressivo nos
animais sensibilizados. Para responder a estas perguntas, foi utilizado um modelo
animal de desenvolvimento de hiperalgesia persistente em que a administracao
diaria de Prostaglandina E» (PGE2) na pata do rato, ao longo de 14 dias, induz um
estado de sensibilizacdo do nociceptor que dura mais de um més. Nossos dados
demonstraram que a infusdo intra-NAc do antagonista selectivo de TrkB (K252a),
durante os primeiros sete dias de tratamento com PGE,, impediu o desenvolvimento
de hiperalgesia persistente. Além disso, a hiperalgesia persistente, ndo induziu
comportamento depressivo nos animais, mas, durante as suas fases de inducéo (14
dias de administracdo de PGE,) e de manutencédo (14 dias apds o término do
tratamento com PGE;), aumentou significativamente a expressao génica do BDNF e
de tPA na VTA, mas néo os niveis das isoformas do BDNF no NAc. Estes resultados
sugerem que o BDNF no NAc desempenha um papel crucial no desenvolvimento da
hiperalgesia persistente, e assim sendo, da cronificacao da dor.

Palavras-chave: Fator Neurotréfico Derivado do Cérebro (BDNF), Ndcleo
Accumbens (NAc), Prostaglandina E, (PGE»), hiperalgesia persistente.



ABSTRACT

CAMARGO, L. C. The role of Brain Derived Neurotrophic Factor (BDNF) in the
mesolimbic pathway persistent hyperalgesia, 2016.

Epidemiological studies reveal a frequent comorbidity between chronic pain and
depression. The treatment of both conditions is still a great challenge for science,
and denotes the need for greater understanding of central neuroplasticity
mechanisms underlying the development of such states. It has been shown that
Brain Derived Neurotrophic Factor (BDNF), promoting neuronal plasticity, participates
in the modulation of pain and the etiology of depression. However, it is not known if
this neurotrophin in the Nucleus Accumbens (NAc) acting through protein Tyrosine
receptor Kinase B (TrkB) is involved in the process of pain chronification, and if this
chronicity would be associated with depression. Since the Ventral Tegmental Area
(VTA) is the primary source of BDNF in the NAc, and that tissue Plasminogen
Activator (tPA) is a protease involved in the synthesis of the mature isoform of BDNF
from the precursor isoform, was investigated whetherthe role of NAc BDNF in the
development of persistent hyperalgesia and if this sensitization affects the gene
expression of BDNF and tPA in the VTA and the levels of precursor isoforms,
truncated and mature BDNF in the NAc. It was also tested wheter that the treatment
with PGE; develops depressive-like behavior in animals. To answer these questions,
we used an animal model of persistent hyperalgesia in which daily administration of
Prostaglandin E, (PGE,) in the rat paw during 14 days induces a nociceptor
sensitization state that lasts more than one month. Our data demonstrated that NAc
infusion of the selective TrkB antagonist (K252a), during the first seven days of
treatment with PGE,, has prevented the development of persistent hyperalgesia.
Furthermore, persistent hyperalgesia did not induce depressive behavior in animals,
but during the induction (14 days PGE, administration) and maintenance (14 days
after the end of treatment with PGE;) phases, significantly increased gene
expression of BDNF and tPA VTA, but not the levels of the isoforms of BDNF in the
NAc. These results suggest that BDNF in NAc plays a crucial role in the development
of persistent hyperalgesia, and therefore, the chronification of pain.

Key words: Brain Derived Neurotrophic Factor (BDNF), Nucleus Accumbens (NAc),
Prostaglandin E, (PGEy), persistent hyperalgesia.
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1. Introducao

A dor é considerada uma percep¢ao da sensacgao nociceptiva, associada
ou ndo a um dano tecidual. A dor envolve um componente sensorial-discriminativo
que permite localizar, qualificar e quantificar o estimulo doloroso, e um componente
emocional-motivacional, que envolve mecanismos de recompensa, aprendizagem e
memoria (Calvino and Grilo, 2006). Apesar da dor fisiol6gica ter um carater protetor,
importante para a preservagao do organismo, quando cronica, a dor pode se tornar
patol6gica e prejudicial.

Estudos epidemiolégicos indicam uma frequente co-morbidade entre dor
cronica e transtorno depressivo, patologias nas quais muitas manifestacdes clinicas
sdo compartilhadas, e onde diversas estruturas neuroanatémicas, circuitos neurais e
sistemas de neurotransmissores, relacionados a ambas as condi¢cbes, encontram-se
similarmente alterados (Robinson et al., 2009; Goldenberg, 2010). No entanto,
busca-se ainda compreender quais seriam 0s mecanismos fisiopatoldgicos que
explicam a associacdo entre as dores crOnicas e as reagdes emocionais de
estresse, ansiedade e depresséo.

Como a dor crbnica pode abranger alteracdes fisiopatoldgicas duradouras
e incapacitantes, € de fundamental importdncia compreender e interromper a
cascata de eventos relacionados com o seu processo de cronificacdo. E sabido que
a cronificagcao da dor envolve alguns fatores biolégicos como sensibilizacao central,
neuroplasticidade das vias nociceptivas e alteragbes na modulacdo da dor
(Basbaum and Jessel, 2000). No entanto, muitos mecanismos envolvidos na
transicdo de um estado de dor aguda para cronica, ainda precisam ser esclarecidos.

Tomando como principio que, tanto a cronificagdo da dor, quanto os
transtornos depressivos, compreendem alteracdes plasticas permanentes nas vias
neurais submetidas a sensibilizacdo prolongada, torna-se relevante investigar a
participacdo de fatores neurotréficos prevalentes no sistema nervoso e envolvidos
na sua plasticidade, como o Fator Neutrofico Derivado do Cérebro (BDNF).

O BDNF é uma proteina da familia das neurotrofinas que contribui para a
plasticidade das sinapses cerebrais, especialmente aquelas envolvidas nos
processos de aprendizagem e memoria (Radecki et al., 2005). Recentemente,
também tem sido atribuido ao BDNF um importante papel no mecanismo de
modulacao da dor crénica (Guo et al., 2006; Merighi et al., 2008; Vanelderen et al.,



18

2010) e na etiologia da depressao (Eisch et al., 2003; Krishnan and Nestler, 2008;
Castrén and Rantamaki, 2010a, 2010b).

Embora a acdo da neurotrofina na dor aguda ainda seja controversa, por
apresentar tanto efeitos pré quanto anti-nociceptivos, em modelos de dor crbnica
inflamatéria o BDNF tem se demonstrado, predominantemente, pro-nociceptivo,
favorecendo a génese das respostas hiperalgésicas (Merighi et al., 2008;
Vanelderen et al., 2010).

Com relagdo a participacdo do BDNF na etiologia da depressdo, a
observacao de alteracoes plasticas na formacao hipocampal de animais, associadas
a manifestacdo de comportamento depressivo, induzido pelo estresse crénico,
atentou para o papel relevante do BDNF na etiologia da depressdo (Duman and
Monteggia, 2006; Schmidt and Duman, 2007; Krishnan and Nestler, 2008, 2010;
Racagni and Popoli, 2008; Castrén and Rantamaki, 2010a). Estudos recentes tém
demonstrado que o BDNF tem efeito pré-depressivo quando age em estruturas do
Sistema Dopaminérgico Mesolimbico, como o Nicleo Accumbens e a Area
Tegmentar Ventral (Eisch et al., 2003; Nestler and Carlezon, 2006; Krishnan and
Nestler, 2008; Castrén and Rantamaki, 2010a, 2010b).

1.1 Dor e vias nociceptivas

A dor é definida como uma experiéncia emocional e sensorial
desagradavel associada & real ou potencial lesdo tecidual (IASP, 1994). E uma
experiéncia que inclui as dimensdes sensorial-discriminativa, afetivo-motivacional e
cognitiva-avaliativa (Treede et al., 1999). Enquanto o componente sensorial-
discriminativo permite localizar e discriminar a intensidade e a qualidade do estimulo
doloroso, as dimensdes afetiva e cognitiva estdo relacionadas com a valéncia
emocional atribuida ao estimulo nociceptivo, e com a associacdo da dor com o
contexto geral em que ela acontece, envolvendo fatores como aprendizagem,
memdéria e mecanismos de recompensa (Calvino and Grilo, 2006). A dor, portanto, é
uma experiéncia subjetiva e complexa, que acontece a partir da ativagdo da via
sensorial nociceptiva, e cuja percepcao final é determinada por uma série de fatores
integrados pelo Sistema Nervoso Central (SNC).

Os estimulos dolorosos sao detectados por estruturas denominadas

nociceptores. Os nociceptores sao neurOnios receptores sensoriais com
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terminacdes nervosas livres (ndo encapsuladas) encontrados em toda a superficie
corporal e em estruturas profundas como fascias, musculos e tenddes, ligamentos
e capsulas articulares, peridsteo, tecido conectivo de dérgdos viscerais e vasos
sanguineos (Julius and Basbaum, 2001; Almeida et al., 2004; Calvino and Grilo,
2006; Willis, 2007). Estes receptores respondem a estimulos que causam ou
ameacam causar danos ao organismo (Willis, 2007).

Os neurbnios receptores sensoriais encontram-se segregados em dois
tipos de fibras nervosas: fibras Ad (A delta) e fibras C. As fibras Ad sao finamente
mielinizadas, apresentam meédio diametro (2,0 a 6,0um) e velocidade de condugao
entre 12 e 30 m/s. Elas podem ser ativadas pelo calor, mas respondem
primordialmente a estimulacdo mecanica, e sao responsaveis pela conduc¢ao da dor
rapida, aguda e lancinante ap6s a estimulacdo nociva. As fibras C, néo
mielinizadas, apresentam diametro pequeno (0,4 a 1,2um) e velocidade de
conducao entre 0,5 a 2 m/s. Estas fibras sao responsaveis pela dor lenta e difusa, e
sdo classificadas como nociceptores polimodais por responderem a estimulos
mecanicos, térmicos e quimicos (Millan, 1999; Julius and Basbaum, 2001).

Os corpos celulares dos neur6nios sensoriais periféricos, também
denominados neur6nios aferentes primarios ou neurbnios de primeira ordem, estao
localizados nos ganglios das raizes dorsais dos nervos espinhais. A partir dos
ganglios, saem os prolongamentos neuronais centrais para a medula espinal. Estes
prolongamentos penetram pela substancia branca medular posterior (fasciculo
postero-lateral) e emitem ramos ascendentes e descendentes para 2 a 3
segmentos medulares subjacentes, constituindo o trato de Lissauer (Calvino and
Grilo, 2006). Estas fibras penetram perpendicularmente na substancia cinzenta
medular, pela coluna posterior ipsilateral, e terminam, principalmente, nas laminas
de Rexed | (zona marginal) e Il (substancia gelatinosa) onde estédo localizados os
corpos celulares dos neurbnios de segunda ordem, podendo, entretanto, se
estender até camadas mais profundas (laminas V, VI, VIl e X) (Almeida et al., 2004;
Calvino and Grilo, 2006). Os axdnios dos neur6nios de segunda ordem cruzam a
linha média da medula espinal e ascendem pela substancia branca contralateral
(coluna anterolateral). Embora a maior parte destes neur6nios projete para
estruturas supraespinais pelo lado oposto, uma pequena parte ndo cruza a linha
média e ascende ipsilateralmente (Millan, 1999; Basbaum and Jessel, 2000;
Calvino and Grilo, 2006).



20

A partir dos neurdnios de segunda ordem, as informacdes nociceptivas
sao transmitidas para os centros superiores no encéfalo através dos tratos neuronais
especificos. Existem vias ascendentes que projetam diretamente para estruturas
supraespinais (vias monossinapticas) e constituem os tratos espinotalamico,
espinomesencefalico, espinoparabraquial, espinohipotalamico, espinoreticular e
cervicotalamico, e vias indiretas  (polissingpticas), como as vias
espinocervicotalamica e espinoreticulotalamica, que apresentam sinapses ao longo
de seu trajeto até os centros superiores (Millan, 1999; Basbaum and Jessel, 2000).

No tadlamo, as informagdes nociceptivas sao processadas, principalmente,
nos grupos nuclear lateral (ou regido posterior) e nuclear medial. A regido posterior
compreende o nucleo ventroposterior medial, o nucleo ventroposterior lateral e o
nucleo posterior do talamo. Estes nucleos recebem projecées monossinapticas do
trato espinotalamico ventral (neoespinotalamico) e projetam para o coOrtex
somatossensorial, participando do aspécto sensorial-discriminativo da dor. Os
nacleos mediais do talamo consistem no complexo intralaminar que recebe
projecoes polissinapticas do trato espinotalamico dorsal (paleoespinotalamico) e
projeta para os ganglios da base e para regides limbicas corticais, relacionados com
0 aspecto afetivo-motivacional da dor ( Basbaum and Jessel, 2000; Almeida et al.,
2004; Calvino and Grilo, 2006). Existem também projecbes espinotalamicas
monossinpticas para o nucleo medial central do talamo (parte do complexo

intralaminar) que projeta para estruturas limbicas e sensério-motoras.

1.1.1 Inducao e processamento da dor

Conforme mecionado previamente, a sensacao dolorosa (nocicepg¢ao)
pode ser induzida por estimulos mecanicos, térmicos ou quimicos, internos ou
externos ao organismo, e intensos o suficiente para ativar as fibras nervosas
nociceptivas. O processo fisiol6gico se inicia nos nociceptores e envolve a indugéo
de uma resposta elétrica nas fibras sensoriais que detecta o estimulo nocivo, ou
potencialmente nocivo, com entrada de ions sédio (Na*) por canais especificos e
subsequente desparo do potencial de acdo (Gold and Gebhart, 2010). Assim, os
neurdnios aferentes primarios sdo ativados e liberam aminodacidos excitatérios,
neuropeptideos ou substadncias como prostaglandinas, 6xido nitrico e adenosina
trifosfato (ATP) no corno dorsal da medula espinal (Millan, 1999). Estes
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neurotransmissores e neuromoduladores, liberados pelos terminais pré-sinapticos
dos neurdnios de primeira ordem, atuam nos receptores poés-sinapticos localizados
nos neurdnios de segunda ordem, disparando as vias de sinalizagao intracelulares
que levam, por fim, a excitagdo neuronal. A partir da estimulacdo dos neurdnios
sensoriais secundarios, a informagcdo nociceptiva ascende para as areas
supraespinais através de vias neuronais especificas, ativando diferentes regides
encefalicas que participam no processamento da dor (Willis and Westlund, 1997).

As vias nociceptivas originadas no corno dorsal da medula espinal ativam
estruturas encefélicas relacionadas com respostas neurovegetativas, orientacao
motora e comportamento de fuga e medo, como formacao reticular, coliculo
superior, substancia cinzenta periaquedutal, amigdala, hipotalamo e nucleos
talamicos mediais (Burstein et al., 1987). A ativacdo destas estruturas ocorre durante
a fase inicial da dor e desencadeiam respostas neurovegetativas automaticas e
comportamentos defensivos que envolvem um minimo de cognigéo (Price, 2000). As
vias sensoriais ascendentes ativam também nucleos laterais do talamo, cértex
somatosensorial e parietal posterior e estruturas cerebrais envolvidas nos aspectos
perceptivo e cognitivo do processamento da dor. O cértex somatossensorial primario
e secundario localiza e discrimina a intensidade e a qualidade do estimulo
nociceptivo, e esta interconectado ao coértex parietal posterior. O cortex parietal
posterior, por sua vez, integra a informacdo nociceptiva com outras modalidades
sensoriais e origina uma via cortico-limbica que converge para estruturas limbicas
corticais e subcorticais (cortex cingulado anterior, cértex insular, amigdala)
envolvidas no estabelecimento da valéncia emocional a experiéncia dolorosa (Price,
2000). A via cortico-limbica também integra a informacdo nociceptiva com a
informacdo contextual e a memdria, fornecendo a mediagdo cognitiva para o
componente afetivo-motivacional da dor.

O processamento da dor, portanto, envolve a avaliagdo da sensagao
nociceptiva em relagcdo ao seu contexto geral, a atribuicdo de uma valéncia afetiva
ao estimulo doloroso e sua integracdo com aprendizado e memdria, fornecendo ao
organismo uma percepc¢ao geral da ameaca, para que, a partir disso, seja elaborada
a resposta adaptativa adequada a extensdo da ameaca apresentada.
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1.1.2 Modulacao da dor

A modulacao da transmiss&o da dor é realizada por meio de circuitos
neurais que emvolvem diversas areas encefalicas como cértex somatossensorial
primario e secundario, cértex pré-frontal medial, cértex cingulado anterior, cortex
insular, amigdala, nucleo periventricular do hipotalamo (PVC), substancia cinzenta
periaquedutal (PAG), nacleo da rafe e formacgao reticular adjacente do bulbo (Fields
and Basbaum, 2005; Heinricher et al., 2009; Ossipov et al., 2010; Mason, 2012).
Vias descendentes que se originam destas estruturas, ativadas pelos sinais de dor
ascendentes e sensiveis aos opiaceos, sao capazes de controlar os disparos
neuronais nociceptivos. Entradas de informacdes corticais podem ocasionar
upregulation em nucleos do hipotdlamo e do tronco encefalico que modulam o
processamento da informacao nociceptiva no préprio tronco encefélico e na medula
espinal. O PVC do hipotalamo se comunica com a PAG através de uma via
encefalinérgica, e projecbes da PAG exercem uma influéncia excitatéria em
neurdnios serotoninérgicos do nucleo magno da rafe no bulbo. Os neurbnios do
nucleo da rafe, por sua vez, projetam para o corno posterior da medula espinal e se
conectam com interneurdnios encefalinérgicos nas laminas Il e Ill de Rexed, que
atuam pré- e pds-sinapticamente para suprimir 0 aumento da atividade nas fibras
nociceptivas (Hainers, 2006).

Portanto, existem duas estruturas do tronco encefalico muito importantes
para a modulagdo da dor: a substancia cinzenta periaquedutal (PAG) e o bulbo
ventromedial rostral (RVM) (Stamford, 1995; Fields and Basbaum, 2005). No RVM
sao identificadas duas populagdes de neurdnios relacionados a via nociceptiva,
denominadas células “ON’ e células “OFF’, que exercem acdes modulatérias
opostas sobre os neurbnios sensoriais do corno dorsal da medula espinal (Fields,
2004; Heinricher et al., 2009; Ossipov et al.,, 2010; Mason, 2012). Em condicdes
basais, essas células disparam espontaneamente de forma fasica e reciproca,
alternando sua atividade. No entanto, na presenga de um estimulo nociceptivo,
cessam-se os disparos das células “OFF’ enquanto que as células “ON’ se mantem
ativas, reduzindo o limiar nociceptivo e facilitando a resposta dolorosa (Heinricher et
al., 2009; Mason, 2012). Por outro lado, quando as células “OFF’ sao ativadas, por
opidides por exemplo, as células “ON’ param de disparar e a nocicepgao é inibida
(Fields, 2004; Heinricher et al., 2009; Mason, 2012).



23

Assim sendo, a modulagédo da dor é vista como uma atividade dinamica
que resulta do equilibrio entre a inibicdo e a facilitacdo da nocicepcéo, e que pode
ser alterada em diferentes condigcbes comportamentais, emocionais e patologicas
onde as influéncias descendentes tornam-se tonicamente ativas (Heinricher et al.,
2009). Em situacbes de medo ou estresse agudo intenso, por exemplo, pode-se
verificar hipoalgesia (resposta reduzida ao estimulo nociceptivo) o que reflete um
desequilibrio a favor da inibigdo. Por outro lado, inflamagéo e lesdo neural séo
associadas a hiperalgesia (resposta exacerbada ao estimulo nociceptivo), o que, por

sua vez, mostra predominancia da facilitagao.

1.1.3 Hiperalgesia persistente inflamatoria

A dor de origem inflamatéria resulta da producéao e liberacao desregulada
de mediadores inflamatérios que sensibilizam os nociceptores, incluindo a
bradicinina, a serotonina e, especialmente, as prostaglandinas.

As prostaglandinas séo sintetizadas a partir da acdo da enzima
ciclooxigenase (COX) sobre o acido aracddnico, um componente celular que apds
ser sintetizado é incorporado aos fosfolipideos da membrana citoplasmatica. O acido
aracdodnico é liberado pela acao da fosfolipase A2 (PLA2) sobre os fosfolipideos, em
resposta a estimulos fisiolégicos, farmacolégicos ou patolégicos sobre a membrana
celular (Davies et al., 1984; Narumiya et al., 1999). As prostaglandinas sao
fisiologicamente produzidas em praticamente todas as células do organismo, onde
exercem diferentes agdes, autdcrina e/ou paracrina, de acordo com o tipo de tecido
corporal em que € encontrada (regulacdo de atividade quimiotaxica, resposta
imunolégia como inibicdo de agregagdo plaquetaria, vasodilatacdo ou
vasoconstriccdo, relaxamento ou contracdo da musculatura brénquica e uterima,
ovulagao, inibicao de secregao gastrica no estbmago e prote¢cdo da mucosa géstrica,
entre outras).

Especialmente a Prostaglandina E, (PGE2) pode agir como um mediador
inflamatério e como um neuromodulador que altera o processamento sinaptico e a
excitabilidade neuronal (Kawabata, 2011). A PGE, atua via um conjunto de
receptores acoplados a proteina G denominados EPs, expressos em células
periféricas e centrais, incluindo os neurénios aferentes primarios. Os receptores EPs,

guando estimulados, ativam a proteina G a qual estdo acoplados, o que gera a
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liberacdo de subunidades cataliticas que decompdem trifosfato inositol (IP3) em
difosfato inositol (PIP2) e diacilglicerol (DAG), e convertem adenosina trifosfato
(ATP) em monofosfato de adenosina ciclico (AMPc). O aumento da concetracao de
DAG e AMPc no citosol ocasiona a estimulagdo de proteinas quinases (PKA e
PKCg) que fosforilam os canais de sddio dependente de voltagem (NaV1.8) e os
canais catibnicos com seletividade ao célcio (TRPV1), ocasionando a abertura
destes canais i6nicos (Huang et al., 2006; Kawabata, 2011; Btesh et al., 2013). Toda
esta sinalizagdo intracelular leva, portanto, a diminuicdo do limiar de disparo de
potenciais de acdo dos nociceptores, facilitando a ativacdo neuronal.

Clinicamente, a diminuicdo do limiar nociceptivo, pode causar tanto um
aumento da resposta dolorosa (hiperalgesia inflamatéria), quanto uma sensacéao
dolorosa a estimulos normalmente ndo nociceptivos (alodinia). Este aumento da
sensibilidade dolorosa no tecido inflamado, na maioria das vezes, desaparece com a
resolucdo do processo inflamatério. No entanto, pode ocorrer que, mesmo apés a
resolugéo da inflamacao, a hiperalgesia continue ou o neurdnio periférico figue mais
suscetivel a ativacao (Ferreira et al., 1990; Villarreal et al., 2005). A dor que se
mantem por semanas, meses ou até anos, perdurando além do periodo de cura
tecidual (além do tempo de cura da lesdo que lhe deu origem), é chamada
persistente ou crbnica, ou ainda “patoldgica”, por ndo ter propdsito bioldgico
aparente. Esta difere da chamada dor aguda ou “fisiolégica” que se manifesta
imediatamente ap6s o estimulo nocivo, funcionando como um alarme indicando a
existéncia de um processo lesivo, ou potencialmente lesivo, ao organismo, mas que
desaparece apos a cura da lesdao ou doenca causadora.

Para viabilizar o estudo experimetal da cronificagdo da dor (passagem do
estado de dor aguda para cronica), foi descrito um modelo animal de hiperalgesia
mecanica persistente no qual a sensibilizacdo durou por mais de 30 dias ap6s o
término de 14 dias de tratamento com administragdes locais de prostaglandina E;
(PGE2) no tecido subcutaneo da pata do rato (Ferreira et al., 1990). Este modelo
demonstra a propriedade plastica das vias nociceptivas, apés serem submetidas a
sensibilizacdo prolongada por agdo do mediador inflamatério, e mimetiza as
condicdes clinicas observadas em quadro de hiperalgesia persistente no qual a dor

perdura mesmo apds o processo inflamatorio deixar de estar ativo.
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1.2 Estresse e depressao

O termo estresse, no sentido como utilizado atualmente, foi definido em
1976, como sendo uma reagédo nao especifica do corpo a qualquer tipo de exigéncia
(Selye, 1976). Compreende uma soma de reagdes organicas, fisioldégicas e
psiquicas, desencadeadas por determinados estimulos externos (chamados
estressores), necessarias para a adaptacdo do organismo as exigéncias do meio
ambiente. Essas respostas fisicas e mentais, no entanto, podem provocar
desequilibrio no organismo se forem exageradas em intensidade ou duragéao. A dor
cronica, por exemplo, é considerada um agente estressor que exige do organismo
uma reacao adaptativa a hipersensibilidade prolongada dos nociceptores e, este
estresse crénico, por sua vez, pode ser um fator ambiental crucial para o
desenvolvimento da depressao.

Assim, o estresse pode ser considerado uma doenca que ocorre quando
um agente ou condicdo de ameaca destroi o estado de equilibrio dindmico do qual a
integridade do organismo depende (Kimball, 1982). No estresse, como patologia, 0s
sintomas seriam as manifestacées de esforco do organismo para se adaptar e
enfrentar as ameacas a sua integridade e, neste sentido, a doenca seria um
distarbio na extensao da adaptacao (Hinkle, 1987).

Segundo a sindrome geral de adaptacéo do estresse, proposta por Seyle,
em 1936, primeiramente, o organismo reage a percep¢ao de um estressor com uma
reacdo momentadnea de adaptacdo, que gera a elevacdo da sua resisténcia.
Posteriormente, atingido o esgotamento devido a tensao intensa e continua, o
organismo deve seguir para um estado de relaxamento, para que, com o0 descanso
suficiente, ele seja capaz de restabelecer o equilibrio entre excitacdo-relaxamento
necessario para o seu bom funcionamento. No entanto, se 0 organismo continuar
sendo exposto a mais estressores, ndo podera retornar ao estagio de equilibrio
inicial, o que, a longo prazo, pode gerar problemas de saude e desencadear uma
série de doencgas associadas, como dor crénica e depressao (Nestler et al., 2002).

Dentre as anormalidades no sistema de resposta ao estresse, a
hiperatividade do eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA) esta entre as alteragdes
bioldgicas compartilhadas entre as condi¢cdes de estresse, depresséo e dor crbnica
(Maletic and Raison, 2009; Goldenberg, 2010). Crescentes evidéncias demonstram

que, numa condicédo de estresse severo e prolongado, com elevacao sustentada dos
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niveis dos hormdnios glicocorticoides devido a ativacao do eixo HPA, podem ocorrer
alteracoes neuroplasticas como a reducao e a retragdo das ramificacées dendriticas,
a diminuicdo da densidade de espinhas dendriticas, reduzidas taxas de
neurogénese no giro denteado, diminuigao dos niveis do Fator Neurotrofico Derivado
do Cerebro (BDNF) e morte de neurbnios piramidais na formacao hipocampal
(McEwen, 2000; Sapolsky, 2000; Pittenger and Duman, 2008). Assim, a persisténcia
dos estimulos estressantes pode acarretar disfuncdo hipocampal e reducdo no
controle inibitorio do hipocampo sobre eixo HPA, estabelecendo sua hiperatividade,
uma alteracdo tipicamente observada em pacientes com dor crbnica e com
depressao (Nestler et al., 2002; Maletic and Raison, 2009; Goldenberg, 2010). De
acordo com isso, a maioria dos modelos experimentais indutores de comportamento
depressivo em animais utiliza alguma forma de estresse (Cryan et al., 2002).

O termo depresséao é usado na psiquiatria para designar um transtorno de
humor onde a principal queixa apresentada pelo paciente é a melancolia constante.
Do ponto de vista bioquimico, a depressao se deve a alteragdo do funcionamento do
sistema de neurotransmissores cerebrais (noradrenalina e serotonina). Segundo a
Associacao Americana de Psiquiatria, a depressao clinica é diagnosticada como um
quadro em que 0 paciente apresenta pelo menos cinco de nove sintomas principais
durante o periodo de, no mimimo, duas semanas: estado deprimido (mau humor
constante, melancolia, irritabilidade), anedonia (perda de interesse em atividades
gue eram anteriormente prazeirosas), alteragéo de apetite e peso (para mais ou para
menos), distirbios do sono, problemas psicomotores (agitacdo ou retardo motor),
fadiga ou perda de energia, sensacao de inutilidade (sentimento de culpa, de ter
nenhum valor), dificuldade de concentracdo, pensamentos suicidas e de morte
recorrentes (Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders, 2013).

Apesar da dor ndo integrar o conjunto de sintomas considerados para
diagnosticar a depressao, estudos epidemioldgicos indicam uma estreita associacao
entre transtorno depressivo e dor crénica (Bair et al., 2003, 2008; Robinson et al.,
2009). Neste contexto, destaca-se a alta comorbidade entre depressdo e
fibromialgia, sendo esta ultima, caracterizada por dor crénica difusa, persistente por,
pelo menos, trés meses e acompanhada por fadiga e disturbios do sono (Maletic and
Raison, 2009). Diversas caracteristicas clinicas e biolégicas sdo compartilhadas na
dor e depressdo, sendo que varias estruturas neuroanatémicas, circuitos neurais e

sistemas de neurotransmissores apresentam alteragdes similares nestas duas
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condicoes (Robinson et al., 2009; Goldenberg, 2010). Cabe salientar que as drogas
mais eficazes para o tratamento da fibromialgia sdo os antidepressivos
monoaminergicos, que também sao altamente eficazes no alivio de dores crbnicas
de um modo geral, revelando mais uma caracteristica compartilhada entre dor

cronica e depressao (Jann and Slade, 2007).
1.3 Via dopaminérgica mesolimbica

A Via Dopaminérgica Mesolimbica € uma via do cérebro envolvida nos
mecanismos de recompensa do organismo (Nestler and Carlezon, 2006), constituida
por neurdnios dopaminérgicos que conectam a Area Tegmentar Ventral ao cortex
pré-frontal, através do Nicleo Accumbens. Esta via se origina na Area Tegmental
Ventral (VTA), um grupamento de corpos de neurdnios dopaminérgicos localizados
na regiao ventral do tegmento do mesencéfalo, medialmente a substancia negra. Da
VTA partem as fibras que percorrem o feixe prosencefélico medial e fazem sinapse
com neurdnios do Nucleo Accumbens. O Nucleo Accumbens (NAc) é um dos
nucleos da base do cérebro que, junto ao tubérculo olfatério, constitui uma estrutura
denominada corpo estriado ventral, que emite projecdes para o cortex pré-frontal.

Esta via dopaminérgica esta envolvida na modulacdo das respostas
comportamentais aos estimulos emocionais e no estabelecimento de memorias
relacinadas as circunstancias ameacgadoras ou recompensadoras. A dopamina
liberada pela VTA exerce uma agdo modulatoria sobre os neurénios do estriado e do
cértex pré-frontal. O cértex pré-frontal € uma area cortical fundamental para a
organizacao dos pensamentos e comportamentos, e o NAc, que constitui quase que
integralmente a parte ventral do estriado, tem um papel importante nos mecanismos
de recompensa e motivacao, e no reforco de aprendizagem, integrando informacgdes
sensoriais e motivacionais.

A Via Mesolimbica responsavel, portanto, pela modulacdo das respostas
comportamentais aos estimulos ambientais, é uma estrutura particularmente
suscetivel as alteracdes fisiolégicas e neuroplasticas induzidas pelo estresse
cronico. Durante um evento de estresse agudo como, por exemplo, um estimulo
nociceptivo ou um confronto social, as proje¢cdes dopaminérgicas VTA-NAc podem
ser estimuladas, aumentando a motivacao do organismo para reagir ativamente a

ameaca com as respostas adaptativas necessarias (Nestler and Carlezon, 2006;



28

Pittenger and Duman, 2008). Por outro lado, o estresse crbnico pode causar
alteracbes plasticas duradouras na via mesolimbica que, por sua vez, podem
contribuir para sua disfungéo (Nestler and Carlezon, 2006).

Atualmente, crescentes evidéncias tém apontado a participagdo da Via
Dopaminérgica Mesolimbica na mediagdo de anormalidades comportamentais
observadas na dor e na depressao. Neste sentido, o NAc parece exercer um papel
importante no controle da dor aguda fisiolégica (Magnusson and Martin, 2002), tendo
sido demonstrado a acdo modulatéria deste nlcleo na atividade tbénica dos
neurénios de projecdo espino-supraespinal, induzindo uma antinocicepcao
heterosegmentar (Gear et al., 1999; Tambeli et al., 2002, 2003). Foi verificado que o
aumento da atividade dopaminérgica no sistema mesolimbico pode atenuar o
comportamento nociceptivo agudo em animais (Chudler and Dong, 1995; Altier and
Stewart, 1999; Magnusson and Fisher, 2000; Taylor et al., 2003). Corroborando, a
diminuicao da liberacdo de dopamina, por microinjecées anestésicas em estruturas
dopaminérgicas mesolimbicas, ou por lesdes neurotoxicas em neurbnios
dopaminérgicos, induz aumento da dor aguda (Saadé et al., 1997; Magnusson and
Martin, 2002). Apesar do NAc estar relacionado com a antinocicepcao induzida por
estimulos mecanicos agudos, recentemente nosso grupo de pesquisa verificou que
este nucleo pode também exercer um papel facilitatério na manutencao da
hiperalgesia persistente de origem inflamatdria, contribuindo para a cronificacdo da
dor através de mecanismos de neuroplasticidade no sistema de neurotransmissao
dopaminérgica (Dias et al., 2015).

No contexto da depressdo, crescem os indicios de que o Sistema
Dopaminergico Mesolimbico esta envolvido nos transtornos de humor. Foi verificado
que este sistema participa do desenvolvimento de anormalidades comportamentais
observadas na depressao, como na anedonia, por exemplo, um comportamento
caracterizado por interesse ou prazer diminuido em as atividades diarias
consideradas anteriormente gratificantes (Nestler and Carlezon, 2006). Em humanos
com depresséao, resistente ao tratamento medicamentoso, a estimulacdo cerebral
profunda em estruturas do Sistema Dopaminergico Mesolimbico tem resultado em
importantes efeitos antidepressivos (Schlaepfer et al., 2008; Bewernick et al., 2010).
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1.4 Fator Neutroéfico Derivado do Cérebro (BDNF)

O Fator Neutréfico Derivado do Cérebro (BDNF) é uma molécula da
familia das neurotrofinas presente em todo o sistema nervoso. Este fator
neurotrofico regula o crescimento e a diferenciagdo neural durante o
desenvolvimento do cérebro, e é essencial para a sobrevivéncia de neurbnios e das
células gliais no organismo adulto.

O BDNF ¢ sintetizado na forma de uma molécula precursora
denominada pr6-BDNF (32 kDa) que € posteriormente clivada para gerar a forma
madura da proteina (Mowla et al., 2001). Duas proteases participam do processo
de clivagem extracelular do pré-BDNF: o Ativador de Plasminogénio do tecido (tPA)
e a p11, uma subunidade da anexina tetramero (Aiit). A tPA é armazenada dentro
da célula nervosa, juntamente ao pr6-BDNF e ao plasminogénio (Lochner et al.,
2008), e converte o plasminogénio em plasmina, a protease ativa que cliva o pré-
BDNF (Pang et al., 2004; Lu et al., 2005). J& a p11 interage diretamente com o
plasminogénio, aumentando a ativacdo da plasmina, ou liga-se a tPA,
potencializando sua acao sobre o plasminogénio (Kassam et al., 1998a, 1998b; Kim
and Hajjar, 2002).

As isoformas de BDNF podem apresentar acdes antagbdnicas. O pro-
BDNF se liga ao receptor de neurotrofina p75, cuja ativacdo estd envolvida com
efeitos anti-plasticidade, como o enfraquecimento das conexdes sinapticas pela
retracao das espinas dendriticas (Lu et al., 2005). Por outro lado, o mad-BDNF, via
ativacao do receptor de proteina Tirosina-Quinase B (TrkB), esta envolvido com
sobrevivéncia celular e plasticidade neuronal. Esta isoforma também induz
processos subjacentes a potencializacdo de longa duracdo (LTP) das respostas
singpticas como o crescimento das espinas dendriticas pds-sinapticas e
aumentando a densidade sinaptica (Tyler and Pozzo-Miller, 2003). J4 a funcéao da
isoforma truncada do BDNF ainda é desconhecida.

De maneira geral, o BDNF é descrito como um dos mais prevalentes fatores
neurotréficos do cérebro adulto e a principal neurotrofina da Formacao Hipocampal,
contribuindo notadamente para a plasticidade das sinapses cerebrais envolvidas
com aprendizagem e memoria (Nestler et al., 2002; Radecki et al., 2005).
Recentemente, também tem sido atribuido ao BDNF um importante papel no
mecanismo de modulacao da dor cronica (Guo et al., 2006; Merighi et al., 2008;
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Vanelderen et al., 2010) e na etiologia da depresséo (Eisch et al., 2003; Krishnan
and Nestler, 2008; Castrén and Rantaméaki, 2010a, 2010b).

Embora a agdo da neurotrofina na dor aguda ainda seja controversa, por
apresentar tanto efeitos pré quanto anti-nociceptivos, em modelos de dor crbnica
inflamatéria o BDNF tem se demonstrado, predominantemente, pré-nociceptivo,
favorecendo a génese das respostas hiperalgésicas (Merighi et al., 2008;
Vanelderen et al., 2010). De fato, em condicbes de dor inflamatoria, € observado um
aumento na expressao de BDNF nos neurdnios nociceptivos aferentes primarios, e
na sua subsequente liberagdo no corno dorsal da medula espinhal, onde a
sinalizacdo BDNF-TrkB, acarretara a hiperexcitabilidade dos neur6nios pos-
singpticos contribuindo para a hipersensibilizagdo destes neurbnios aos estimulos
dolorosos (Basbaum and Jessel, 2000; Merighi et al., 2008). A participacdo do BDNF
neste processo de sensibilizagdo central foi demonstrada em um estudo recente
onde a administracao intratecal de BDNF reduziu o limiar nociceptivo de ratos e
contribui para a cronificacdo da dor (Constandil et al., 2011).

Dados da literatura tém demonstrado que em estruturas supra-espinhais o
BDNF também influéncia a modulacdo da dor crénica. Apés lesao, foi observado
aumento na expressdo de BDNF nos neurbnios da substancia cinzenta
periaquedutal do mesencéfalo que, por sua vez, liberam a neurotrofina na regiao
ventro-medial rostral do bulbo (RVM), onde ela se liga ao TrKB e ativa uma cascata
de eventos que contribui para a facilitagdo descendente da dor (Guo et al., 2006).
Foi demonstrado que a infusdo de BDNF no bulbo ventromedial rostral (RVM)
facilitou a nocicepcdo e, em contra partida, a neutralizagdo desta neurotrofina
reverteu a hiperalgesia inflamatéria, sugerindo que o aumento do BDNF e da
ativacao do receptor TrkB, em estruturas das vias descendentes de modulacdo da
dor, seriam provaveis mecanismos moleculares envolvidos na facilitagdo da dor
inflamatéria (Guo et al., 2006).

Ainda, tem sido constatado que o BDNF potencializa a liberacdo de
dopamina nos terminais neuronais do Nucleo Accumbens (Goggi et al., 2003), onde
a ativacdo dos receptores dopaminérgicos D1 e D2 facilita o desenvolvimento da
hiperalgesia persistente de origem inflamatéria (Dias et al., 2015). Estes resultados
sugerem que o BDNF pode atuar como um importante regulador da via
dopaminérgica mesolimbica, mediando as altera¢cdes neuroquimicas ocorridas na

hiperalgesia persistente.



31

Com relacdo a participacdo do BDNF na etiologia da depressdo, a
observacdo de alteracbes plasticas na formacdo hipocampal em animais,
associadas a um comportamento do tipo depressivo induzido pelo estresse crénico,
suscitou a hipétese de que fatores neurotréficos como o BDNF, poderiam ter um
papel relevante na etiologia da depressdo (Duman and Monteggia, 2006; Schmidt
and Duman, 2007; Krishnan and Nestler, 2008, 2010; Racagni and Popoli, 2008;
Castrén and Rantamé&ki, 2010a).

Estudos recentes sugerem uma acdo pré-depressiva do BDNF no
Sistema Dopaminérgico Mesolimbico (Eisch et al., 2003; Nestler and Carlezon,
2006; Krishnan and Nestler, 2008; Castrén and Rantaméki, 2010a, 2010b). Tem
sido demonstrado que a infusdo de BDNF, diretamente na VTA de ratos, aumenta o
tempo de imobilidade no Teste do Nado Forgcado (FST), um comportamento tido
como relacionado a depressao (Eisch et al., 2003). Por outro lado, o bloqueio da
acao do BDNF no NAc, através de injecdes intra-NAc de vetores virais codificantes
da forma truncada do receptor TrkB, promoveu efeito do tipo anti-depressivo no
FST (Eisch et al., 2003).

Em estudos experimentais de depressao induzida por modelo de estresse
cronico por subjugacao social, foi constatado aumento dos niveis de BDNF no NAc e
da ativagdo de proteinas pertencentes as vias de sinalizacao intracelular do TrkB
(Akt e ERK) de camundongos deprimidos (Berton et al., 2006; Krishnan et al., 2007).
Estes estudos comprovaram também efeito antidepressivo promovido pela delecao
do gene do BDNF na VTA dos camundongos (Berton et al., 2006) e aumento da
suscetibilidade a depressao apdés infusao bilateral de BDNF no NAc dos animais, em
resposta a exposicao submaxima a submissao social (Krishnan et al., 2007). Como o
aumento da expressao protéica do BDNF no NAc, apds a exposicdo a subjugacao
social, ndo foi acompanhado pelo aumento do seu RNA mensageiro, € a delecao
local do gene do BDNF no NAc nao evitou o comportamento do tipo depressivo nos
animais (Krishnan et al., 2007), os autores postularam que a fonte do BDNF ativo no
NAc é a VTA, onde, de fato, a delecao local do gene preveniu o comportamento de
depressivo induzido por subjugacéao, além de reduzir os niveis da proteina do BDNF
no NAc (Berton et al., 2006; Krishnan et al., 2007).

Cabe aqui atentar para o fato de que cerca de 95% dos neurdnios que
compéem o NAc sao os chamados neurbnios espinhais médios que expressam

receptores dopaminérgicos do tipo D1 ou do tipo D2 (Lobo et al., 2010) sendo que,
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este ultimo, tem demonstrado uma efetiva participagdo na resposta antidepressiva
(Gershon et al., 2007; Lobo et al., 2010). De acordo com isso, foi verificado que o
BDNF no NAc, sinalizando via TrkB, diminui a excitabilidade de neur6nios espinhais
médios que expressam receptores D2 (Lobo et al., 2010), podendo assim contribuir

indiretamente para um efeito pré-depressivo.

Diante dos dados até aqui expostos parece bastante provavel que, as
condigbes de dor crbnica e de depressdao podem compartilhar mecanismos de
neuroplasticidade, envolvendo o BDNF, em determinadas estruturas neurais como o
Sistema Dopaminérgico Mesolimbico.

Considerando que a ativacdo prolongada deste sistema pode ser mal-
adaptativa, estabelecendo associagdes anormais baseada em uma percepcéo
alterada da experiéncia sensorial, onde eventos inécuos sao transformados em
aversivos, € possivel pressupor que este seja um mecanismo que explica a
manifestagdo concomitante de sintomas relacionados a depressédo e a dor crénica.
Conforme previamente mencionado, a fisiologia da via mesolimbica pode sofrer
profundas alteracbes em condicbes de estresse cronico, decorrentes da
hiperativacdo e subsequente disfungcdo das suas estruturas. Uma vez que os
neurénios da VTA e do NAc, integrantes desta via dopaminérgica, sdao também
ativados frente aos estimulos nociceptivos, é plausivel especular que processos
semelhantes ocorrem em condi¢des de dor crénica.

Assim, tomando como base o contexto de que a cronificacdo da dor,
assim como a depressao, sejam respostas mal adaptativas do organismo que
envolvem alteracées moleculares e plasticas em vias neurais comuns a estes
estados, como o sistema mesolimbico, buscou-se, no presente trabalho, estudar o
papel do BDNF do NAc na instalacdo da hiperalgesia persistente, e analisar se ha
alteragdes na expressao génica e protéica de BDNF na via mesolimbica, durante os
periodos de instalacdo e de manutencdao da hipersensibilidade nociceptiva. Além
disso, tivemos como objetivo verificar se a hiperalgesia persistente de origem
inflamatéria induz comportamento do tipo depressivo em ratos, para estudar uma
possivel correlagdo entre estas condi¢des patolégicas.
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2. Objetivos

2.1 Objetivo geral

Verificar o papel do BDNF na via mesolimbica (VTA-NAc) na instalagao
da hiperalgesia persistente de origem inflamatéria e se a mesma induz

comportamento do tipo depressivo em ratos.

2.2 Objetivos especificos

e \Verificar se o bloqueio, ou ativacdo, do receptor TrkB no NAc, afeta o
desenvolvimento da hiperalgesia persistente em ratos;

e Verificar se ha alteracées na expressdo génica do BDNF e da tPA na VTA,
durante os periodos de instalacao e manutencao da hiperalgesia persistente;

e Verificar se ha alteragdes nos niveis da proteina do BDNF no NAc, durante os

periodos de instalagdo e manutencéo da hiperalgesia persistente.
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3. Materiais e métodos
3.1 - Animais

Foram utilizados 138 ratos Wistar machos, com 6 semanas de idade (180-
200q), provenientes do Centro Multidiciplinar para Investigacdo Bioldgica (CEMIB)
da Universidade Estadual de Campinas — Unicamp. Os animais foram mantidos no
biotério do Departamento de Biologia Estrutural e Funcional da Unicamp, sob
condic6es controladas de temperatura (21 °C) e de luminosidade (ciclo 12:12 horas
de claro-escuro), com livre acesso a agua e a ragao.

Os experimentos foram conduzidos de acordo com o guia da Associagéo
Internacional para Estudos da Dor (IASP) para o uso de animais de laboratério
(Zimmermann, 1983). Todos os procedimentos e protocolos experimentais foram
submetidos & aprovacao prévia da Comissio de Etica no Uso de Animais (CEUA) da

Unicamp (protocolo n°® 2779-1 e protocolo n° 2779-1-1, Anexos 1 e 2).
3.2 - Grupos e protocolos experimentais

O presente trabalho foi realizado em 4 etapas, sendo que, em cada uma
delas, o protocolo experimental durou 28 dias e foi dividido em 2 periodos: (1)
periodo de inducéo da hiperalgesia, correspondente aos 14 primeiros dias nos quais
0s animais receberam as injecbées de PGE,, ou seu veiculo, e (2) periodo de
manutencdo da hiperalgesia, correspondente aos 14 dias subsequentes, apdés o
término do tratamento com PGE:.
Foram realizados 14 grupos experimentais, constituidos da seguinte
forma, ao longo das etapas do trabalho:
Etapa 1:
e grupo PGE>: animais que receberam injecdes diarias de PGE: na pata,
durante 14 dias (n=9);
e grupo Salina (estabelecido como controle): animais que receberam
injecoes do veiculo da PGE; (NaCl) (n=9);
Etapa 2:
e grupo PGE, , SCL: animais que receberam PGE, na pata enquanto
foram submetidos ao protocolo de estresse crénico leve (n=9);
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e grupo Salina + SCL: animais que receberam salina na pata enquanto
foram submetidos ao protocolo de estresse cronico leve (n=9);

e grupo PGE,: animais que receberam PGE, na pata, mas nao foram
submetidos ao protocolo de estresse cronico leve (n=6);

e grupo Salina: animais que receberam salina na pata, mas nao foram
submetidos ao protocolo de estresse cronico leve(n=6);

Etapa 3:

e grupo PGE, , K252a: animais que receberam PGE; na pata e K252a no
NAc (n= 8);

e grupo PGE; + Veiculo: animais que receberam PGE, na pata e o
veiculo do K252a no NAc (n=8);

e grupo Salina + K252a: animais que receberam salina na pata e o
K252a no NAc (n=8);

e grupo Salina + Veiculo: animais que receberam salina na pata e o
veiculo do K252a no NAc (n=6);

Etapa 4:

e grupo PGE; + DHF: animais que receberam PGE; na pata e DHF no
NAc (n=6);

e grupo Salina + DHF: animais que receberam salina na pata e DHF no
NAc (n=6);

e grupo PGE;, + Veiculo: animais que receberam PGE; na pata e o
veiculo do DHF no NAc (n=6);

e grupo Salina + Veiculo: animais que receberam salina na pata e o
veiculo do DHF no NAc (n=6).

No decorrer do trabalho, as etapas foram desenvolvidas conforme

descrito abaixo:

e FEtapa 1 - Para comprovar a efetiva reprodugcdo do modelo de
hiperalgesia persistente pelo tratamento crénico com PGEy, e avaliar
se a hiperalgesia induziu comportamento depressivo nos animais,
foram realizadas as avalia¢des do limiar nociceptivo mecéanico (teste de
Randall-Selitto) e/ou do comportamento tido como depressivo dos
animais (testes de Preferéncia por Sacarose e de Nado Forcado) nos
dias 1, 7, 14, 21 e 28 do protocolo experimental (Figura 1). Os ratos



38

foram aleatoriamente divididos em 2 grupos experimentais: (1) grupo

PGE: e grupo Salina.

ETAPA1

Teste nociceptivo
Testesde depressao

Teste nociceptivo
Analises Moleculares

Testesde depressdo

! l I

Teste nociceptivo

Teste nociceptivo
Testesde depressao

Teste nociceptivo
Analises Moleculares

Testesde depressio

Grupos: 1 7 14 21 28 Dias
Salina \ ) \
PGE, Y Y
INDUGAOD MANUTENGAQ
{Administrag3o de PGE ;na pata) (Sem PGE,)

Figura 1: Esquema do delineamento experimental da 12 etapa do trabalho. Inducéo da
hiperalgesia persistente e avaliacdo do comportamento do tipo depressivo.

e FEtapa 2 - Para verificar se o modelo de hiperalgesia persistente,
associado a um segundo fator perturbador, foi capaz de gerar
comportamento depressivonos animais, eles foram submetidos,

simultaneamente, ao tratamento com PGE; na pata e a um protocolo

(SCL)

experimentais: (1) grupo PGE» , SCL, (2) grupo Salina + SCL, (3) grupo

de Estresse Crbnico Leve e divididos em 4 grupos
PGE, e (4) grupo Salina. Os testes de Randall-Selitto, para avaliagao
do limiar nociceptivo mecénico, e/ou de nado forgado, para avaliacao
do comportamento tido como depressivo, foram realizados nos dias 1,

7,14, 21 e 28 do protocolo experimetal (Figura 2).

ETAPA2

Teste nociceptivo

Teste nociceptivo
Testes de depressio

Teste nociceptivo
Teste de depressao

Testes de depressio

! J ! | |

Teste nociceptivo

Teste nociceptivo Teste de depresséo

Grupos: 1 7 14 21 28 Dias
Salina+ SCL \
PGE, +5CL
Salina Y Y
PGE, - -
INDUGAO MANUTENGAO

ESTRESSE CRONICO LEVE

Figura 2: Esquema do delineamento experimental da 22 etapa do trabalho. Associacao
do modelo de indugéo da hiperalgesia persistente com o protocolo de estresse crénico leve.
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Etapa 3 - Para verificar se a resposta hiperalgésica seria ou nao
mediada pelo BDNF do NAc, através da ativagdo de receptor TrkB,
durante os 7 primeiros dias do periodo de inducao da hiperalgesia, foi
administrado K252a (inibidor do receptor TrkB) intra-NAc.
Imediatamente apds ao teste nociceptivo, e a aplicagao periférica da
primeira dose de PGEp, ou salina, foi realizada a cirurgia estereotaxica
para implantacdo de canulas guias e minibombas osmaéticas nos
animais para administracdo da droga no NAc. As avaliagdes do limiar
nociceptivo mecéanico foram realizadas nos dias 1, 7, 14, 21 e 28 do
protocolo experimetal (Figura 3). Os animais foram divididos em 4
grupos experimentais: (1) grupo PGE, ., K252a, (2) grupo PGE. +
Veiculo, (3) grupo Salina + K252a e (4) grupo Salina + Veiculo.

Teste nociceptivo e

Cirugia (implantagdo de

ol miRiborabas Teste nociceptivo Teste nociceptivo Teste nociceptivo Teste nociceptivo
osmoticas) ! ! l
f |

~ Grupos: 1 7 14 21 28 Dias
Salina+ K252a \ } \

PGE, +K252a
salina+ Veiculo Y

PGE,+ Veiculo % 2

INDUGAO MANUTENGAO

Figura 3: Esquema do delineamento experimental da 32 etapa do trabalho. Bloqueio do
receptor TrkB durante a indugéo da hiperalgesia persistente.

Etapa 4: Para verificar se a ativacdo dos receptores TrKB anteciparia a
instalacdo da hiperalgessia, foi administrado intra-NAc 7,8
Dihidroxiflavona Hidatado (DHF), um agonista seletivo de TrkB, ou seu
veiculo, durante os 7 primeiros dias de indugdo da hiperalgesia.
Imediatamente apds ao teste nociceptivo, e a aplicacao periférica da
primeira dose de PGE, ou salina, os ratos foram canulados e divididos
em 4 grupos experimentais: (1) grupo PGE> + DHF, (2) grupo Salina +
DHF, (3) grupo PGE> + Veiculo e (4) grupo Salina + Veiculo. O limiar
nociceptivo mecéanico dos animais foi avaliado nos dias 1, 5,7, 14,21 e
28 do protocolo experimental (Figura 4).
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ETAPA4

Teste nociceptivoe
Cirugia (implantacao de

canulas e minibombas  Teste nociceptivo Teste nociceptivo Teste nociceptivo Teste nociceptivo
osmoticas)
, [ | J | |
Grupos: 1 S 7 14 21 28 Dias

Salina+ DHF \

PGE, + DHF
Salina+ Veiculo Y Y
PGE,+ Veiculo

INDUGAO MANUTENGAO

Figura 4: Esquema do delineamento experimental da 42 etapa do trabalho. Ativacao do
receptor TrkB durante a indugéo da hiperalgesia persistente.

3.3 Modelo de inducao da hiperalgesia persistente

Para a inducao da hiperalgesia persistente, dose diaria de Prostaglandina
E> (100ng/50pl/pata), ou salina (50pl/pata), foi administrada no tecido subcutaneo da
superficie dorsal da pata traseira direita do rato, durante 14 dias consecutivos.
Dados da literatura comprovam que a administracao subcutédnea de Prostaglandina
E> (PGE2) por 2 semanas induz uma hiperalgesia mecanica que persiste por cerca
de 30 dias, apés a interrupcao do tratamento (Ferreira et al., 1990).

A dose de PGE; utilizada no presente trabalho corresponde a uma dose
submaxima previamente estabelecida, obtida de uma curva dose-resposta (Ferreira
et al.,, 1978). A administracdo da droga foi realizada com seringa de insulina (BD
Ultra Fine 30U, agulha 29G).

Os 14 dias nos quais os animais receberam as injecées de PGE; na pata
correspondeu ao periodo do protocolo experimental de indugcdo da hiperalgesia
persistente, e os 14 dias subsequentes, apds o término do tratamento com PGE;, ao
periodo de manutengéo.

3.4 Avaliacao do limiar nociceptivo mecéanico

O limiar nociceptivo mecéanico dos animais foi quantificado pelo teste de
Randall-Selitto (Randall and Sellito, 1957), utilizando um analgesimetro (Ugo Basile,
ltalia) que aplica uma presséo sobre a pata do animal, que aumenta linearmente ao

longo do tempo.
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Para o teste, o animal foi posicionado no analgesimetro de tal maneira
que sua pata direita, ficou presa em um dispositivo de compressao constituido de
uma parte plana, sobre a qual repousou a superficie plantar da pata, e uma parte
cOnica que exerceu a pressao sobre a superfifie dorsal da pata (conforme Figura 5).
Este dispositivo passou entdo a exercer uma pressao crescente sobre a pata do
animal, a medida que um pedal, conectado ao analgesimetro, foi acionado pelo
experimentador. No momento em que a presséo induziu a resposta de retirada da
pata do animal, o pedal deixou de ser acionado e a for¢a exercida pelo dispositivo foi
registrada (em gramas). O limiar nociceptivo mecanico foi calculado pela média de
trés registros realizados em intervalos de 5 minutos.

Os testes nociceptivos foram realizados no 7° e 14° dia de administracao
de PGE,, para avaliar a resposta do animal no inicio e no fim do periodo de indugcéo
da hiperalgesia, e no 7° e 14° dia ap6s o término do tratamento com PGE; (dias 21 e
28 do protocolo experimental, respectivamente), para avaliar o limiar mecanico ao
longo do periodo de manutencéo.

Figura 5: Teste de Randall-Selitto. Para avaliagdo do limiar nociceptivo mecéanico, a pata
traseira direita do rato posicionada no dispositivo de compressdo do analgesimetro
constituido por uma parte plana (b), sobre a qual repousou a superficie plantar da pata, e
uma parte conica (a) que exerceu a pressao sobre a superfifie dorsal da pata.
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3.5 Avaliacao do comportamento do tipo depressivo

Para analisar dois aspectos do comportamento animal relacionados a
depressao, foram realizados 2 testes: (1) o Teste de Preferéncia por Sacarose,
associado a anedonia (Alexander et al., 2010), comportamento caracterizado por
perda de interesse em estimulos normalmente gratificantes, e (2) o Teste de Nado
Forcado, relacionado ao desamparo aprendido (Bravo et al.,, 2012; Wang et al.,
2012), definido como sendo uma reducdo da responsividade do organismo ao

ambiente, produzido pela exposicao a estimulos aversivos incontrolaveis.

3.5.1 Teste de Preferéncia por Sacarose

No teste de preferéncia por sacarose os ratos tém livre acesso a duas
garrafas: uma contendo agua (600ml) e outra contendo solucdo de sacarose 3%
(600ml). Nesta situagédo, o comportamento normal de roedores é ter preferéncia pela
solucdo de sacarose. Assim sendo, a mudanga neste comportamento (0 consumo
maior de agua) é considerada uma resposta de anedonia, que caracteriza um
comportamento depressivo do animal.

Primeiramente, os ratos foram habituados as condigcdes de acesso as
duas garrafas, bem como a exposicéo a solucédo de sacarose, ao longo das 48 horas
que precederam o primeiro dia de teste, para evitar os efeitos de neo-fobia a
exposicao inicial (Amico et al., 2005). Posteriormente, os volumes das duas garrafas,
consumidos ao longo de 3 dias consecutivos (1 bateria de teste), foram medidos a
cada 24h, sendo que, a cada dia, a posi¢cao das garrafas foi invertida para prevenir a
preferéncia lateral do rato no comportamento de beber.

A preferéncia por sacarose foi calculada como um valor percentual
referente a: [média de solugcdo de sacarose consumida nos 3 dias (ml)/média de
volume total (sacarose + agua) consumido nos 3 dias (ml)] x 100.

As baterias de 3 dias consecutivos de testes, foram iniciadas nos dias 7,
14, 21 e 28 do protocolo experimetal da etapa 1 do trabalho, para avaliar o
comportamento depressivo do animal no inicio e no fim do periodo de inducdo da
hiperalgesia, assim como ao longo do periodo de manutencgéo da hiperalgesia.
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3.5.2 Teste de Nado Forcado

No Teste de Nado Forcado os animais sdo colocados, individualmente,
para nadar em um cilindro de vidro e é realizada a filmagem dos animais, para
mensurar o tempo em que eles, nesta situacao, permanecem imoveis.

No presente trabalho foi utilizado um cilindro de vidro de 20 cm de
didmetro e 40 cm de altura, preenchido em 30 cm de profundidade com agua a 25
°C (Bravo et al., 2012; Wang et al., 2012). Vinte e quatro horas antes do teste, os
ratos foram habituados a nadar por 15 minutos. O teste foi realizado em um unico
dia, no qual cada animal foi filmado nadando por 5 minutos. Posteriormente, as
imagens foram analisadas para que o tempo de imobilidade do animal (em
segundos) fosse cronometrado. Esta varidvel corresponde ao tempo total em que o
animal permanece sem nadar, com movimentos minimos apenas para se manter
flutuando, com a cabeca acima da superficie da agua, ndo demonstrando tentativas
de escapar. A imobilidade do animal, que deixa de nadar e de tentar escapar da
situacdo ameacadora, € considerada um indicador de comportamento anormal
depressivo em roedores (Cryan et al., 2002).

Os animais foram testados nos dias 7, 14, 21 e 28 do protocolo
experimetal nas etapas 1 e 2 do trabalho, para avaliar o comportamento depressivo
no inicio e no fim do periodo de indugao da hiperalgesia, assim como ao longo do
periodo de manuteng&o da hiperalgesia.

3.6 Cirurgia estereotaxica para implantacao das canulas no NAc

Para a cirugia, primeiramente, os ratos foram anestesiados com injecdo
intraperitoneal (i.p.) de cetamina (Cetamin, Syntec) 10 mg/100 g de peso do animal e
xilazina (Xilazin, Syntec) 8 mg/100 g de peso do animal.

Apoés sedagédo, o animal foi fixado no aparelho estereotaxico, por meio de
barras auriculares e de presilha nasal para fixacdo dos dentes incisivos superiores.
Foi realizada entao a tricotomia e a assepsia da pele na regido superior da cabeca
do rato e, posteriormente, uma incisdo longitudinal de cerca de 20 mm na regiao,
através da qual o tecido subcutédneo do dorso do rato foi divulsionamento, e o
sistema de microinfusdo foi implantado na regido interescapular do animal. Em

seguida, o periosteo foi afastado para trepanagao, com broca odontolégica, de um
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ponto aleat6rio do cranio, para fixagdo de um parafuso de aco (Figura 6B).
Posteriormente, foram realizadas mais duas perfuragdes para implantacao de
canulas bilaterais de ago inoxidavel, calibre 23 e 15 mm de comprimento (Figura
6C). Para o posicionamento adequado das canulas, o bregma (ponto anatémico de
juncao das suturas sagital e coronal do cranio) foi devidamente localizado (Figura
6A) e, a partir deste, utilizadas as seguintes coordenadas estereotaxicas: AP
+1.3mm (relativo ao Bregma); L £1,8 mm (relativo a sutura sagital); H —7,2mm
(relativo a superficie do cranio) (Paxinos and Watson, 1998). Apds serem
implantadas, as canulas foram fixadas ao parafuso de aco, por meio de resina
acrilica odontoldgica (Vipi Flash; VIPI Industria, Comércio, Exportacado e Importacéo
de Produtos Odontolégicos Ltda., Brasil). Esta resina constituiu um capacete acrilico

na regiao dorsal da cabeca do animal sobre a qual foi realizada a sutura da inciséo
(Figura 6D).

Figura 6: Cirurgia estereotaxica. (A) Incisdo na regido dorsal da cabeca do animal e
identificacao do bregma (seta) (B) Incisdo na regiao dorsal da cabeca do animal e parafuso
fixado ao cranio (seta). (C) Canula sendo implantada no cranio do animal (seta). (D) Canulas
implantadas bilateralmente, fixadas ao parafuso pela resina acrilica (seta).
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Terminada a cirurgia, foi realizada a administracao intraperitoneal de
dipirona diluida em salina (0,03g9/300ul) para prevenir a dor pdés-operatéria do
animal.

Os animais foram canulados, nas etapas 3 e 4 do presente trabalho,
imediatamente ap6s a avaliacdo do limiar mecanico e da aplicagao da primeira dose
de PGE; na pata (primeiro dia de inducao da hiperalgesia).

3.7 Sistema de microinfusao para administracao intracerebral da droga

Para otimizar a infusdo continua de droga no NAc, foi utilizado um
sistema de microinfusdo. Este sistema consistiu de mini-bombas osméticas de 7 dias
(Alzet ®), com velocidade de liberagdo de 0,5ul/h, conectadas as céanulas
implantadas na estereotaxia, por cateteres de polietileno (Figura 7).

Figura 7: Sistema de microinfusao para administracao da droga intra-NAc. Sistema de
microinfusdo removido ap6s o sacrificio do animal, constituido pela mini-bomba (MB)
conectada a canula (C) pelo tubo de polietileno (TP).

Minutos antes da cirurgia estereotaxica, as mini-bombas foram
carregadas com a droga de interesse, e conectadas as canulas, em ambiente estéril

da capela de fluxo laminar.

As drogas administradas através das mini-bombas foram: o K252a (um
inibidor nao seletivo de kinase com alta afinidade para os receptores TrkB) e 0 7,8
Dihidroxiflavona Hidatado (um agonista seletivo de TrkB). As mini-bombas foram
prenchidas com 90ul de solu¢cdo contendo 0,016pg/pl de K252a (Ou and Gean,
2006; Whitfield et al., 2011), ou seu veiculo (DMSO), e 7,8 Dihidroxiflavona Hidatado
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a uma concentracao de 0,83uM/ul (Duclot and Kabbaj, 2013) ou seu veiculo (PBS e
DMSO).

O sistema de infusdo foi implantado no primeiro dia do protocolo
experimental, para que a droga de interesse fosse liberada no NAc, continuamente,
durante um periodo de 7 dias em que, concomitantemente, PGE, estivesse sendo
injetada na pata do animal. Assim, apesar da droga intra-NAc atuar sobre o receptor
TrkB apenas durante o inicio do tratamento com PGE;, este intervalo de tempo ja
seria suficiente para interferir no modelo de indugéo utilizado no presente trabalho,
onde sao preconizados 14 dias consecutivos de adminstracdo de PGE,, sem
nenhuma outra intervecao, para a efetiva reducao do limiar nociceptivo mecanico do

animal (Ferreira et al., 1990).

3.8 Protocolo de estresse cronico leve

Para verificar se hiperalgesia, associada ao estresse, poderia induzir
comportamento do tipo depressivo nos animais, na etapa 2 do presente trabalho, um
protocolo de Estresse Crénico Leve (SCL) foi associado ao modelo de inducdo da
hiperalgesia persistente. Assim, além do tratamento com PGE,, os animais foram
submetidos a intervengdes e/ou manipulacdes estressantes diarias, durante 21 dias
consecutivos (adaptado de Moreau et al., 1994), conforme descrito no quadro
abaixo:



Quadro 1 - Protocolo do Estresse Cronico Leve
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22 FEIRA 32 FEIRA 42 FEIRA 52 FEIRA 62 FEIRA
Restricao Restricao Acesso Restricao Restricao
dos dos restrito a dos dos
Periodo | movimentos | movimentos | comida por | movimentos | movimentos
matutino por 1h* por 1h* 2h por 1h* e por 1h*
exposicao a
garrafa de
agua vazia
por 1h
Restricao Restricao Restricao Restricao Nenhuma
dos dos dos dos intervencao
Periodo | movimentos | movimentos | movimentos | movimentos
vespertino por 1h* por 1h* por 1h* por 1h*
lluminagc&o | Retirada de | Retirada de Animais inverséao do
continua aguae agua agrupados | ciclo claro-
Periodo durante comida durante em gaiola escuro
noturno | toda a noite durante toda a noite suja (intervencéao
toda a noite durante mantida no
toda a noite | sabado e
no
domingo)

* A restricAdo dos movimentos foi realizada pela contengéo fisica do animal em um recipiente
de plastico, cilindrico, de 200 mm de comprimento e didmetro ajustavel, e aberto nas
extremidades.

3.9 Preparacao do material biolégico para os testes moleculares

Na etapa 1 do presente trabalho, ao término do periodo de indugédo e no
sétimo dia de manutencdo da hiperalgesia (dias 14 e dia 21 do protocolo
experimental, respectivamente), os animais foram eutanasiados por decapitacéo e
tiveram seus encéfalos removidos do cranio, congelados em 2-metilbutano (Sigma)
em gelo seco e armazenados a -80°C. Posteriormente, os encéfalos foram cortados
no criostato (Leica), sendo obtidos 32 cortes histoldgicos de 60um de expessura do
NAc, e 18 de VTA, por animal. Os cortes obtidos foram colocados em laminas de
microscopia comuns revestidas de Parafiim®, e realizou-se a desidratacdo com a
série alcodlica crescente e a coloragdo com Cresyl Violeta conforme descrito abaixo:

e 2 minutos em alcool 70% a 4 °C;
e 1,5 minuto em Cresyl Violeta 1% (diluido em alcool 50%) a 4 °C;
e Lavagem em alcool 70% a 4 °C;

e 2 minutos em alcool 100% a 4 °C;
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e 2 minutos em alcool 100% a temperatura ambiente;
e Secagem das laminas em fluxo por 15 minutos.
Posteriormente, as laminas foram visualizadas sob microscopio cirdrgico
para microdissecagdo manual do NAc e da VTA (Figura 8), com bisturi n° 11. O
material microdissecado foi colocado em tubos de microcentrifuga (1,5ul) e
reservado a -80°C para as andlises moleculares subsequentes.
Para a realizagdo dos cortes no criostato, assim como para a
microdissecagdo manual do material, foram utilizadas as referéncias anatémicas
descritas no atlas de cérebro de ratos (Paxinos and Watson, 1998).

= 3 - — W

Figura 8: Referéncia para dissecacdo da VTA e do NAc. (A) Esquema do corte
transversal do encéfalo do rato, ao nivel da VTA (circulo), ilustrando as referéncias
anatdmicas para a microdissec¢ao. (B) Esquema do corte coronal do encéfalo do rato, ao
nivel do NAc (circulo), utilizado como referéncia anatémica para a microdissegéo. (C) Corte
coronal do encéfalo do rato, ao nivel do NAc (circulo), corados com cresyl violeta. (C) Corte
coronal do encéfalo do rato, com o NAc removido (circulo) apds a dissecagdo manual.
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3.10 Testes moleculares

As amostras previamente dissecadas foram utilizadas para a analise da
expressao protéica pelo teste de Western Blot e andlise da expressao génica pelo
teste de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) em tempo real.

3.10.1 Western Blot

O Western Blot foi realizado para determinar a expressdo das diferentes
isoformas de BDNF (precursora, truncada e madura) no NAc, que mereceram uma
analise discriminada por apresentarem fungdées antagbnicas em relacdo a

plasticidade neuronal.

Para realizar esta analise, primeiramente as amostras foram
homogenizadas com um tampao de extracdo contendo Tris-HCI 8,9 10%; SDS
10%; de EDTA 0,2 M 0,5%; mix completo de inibidor de protease 1% (P8340,
Sigma, EUA) e B-mercaptoetanol 5%. Posteriormente, as amostras foram
centrifugadas a 7500g por 10 minutos, a 25°C, e o sobrenadante resultante foi
coletado para a continuacao do procedimento.

A concentracdo de proteinas das amostras foi determinada pelo método
de Bradford e o volume correspondente a 25ug de proteina total de cada amostra foi
pipetado no gel de poliacrilamida 15% (SDS-PAGE). As proteinas foram separadas
em bandas de acordo com o seu peso molecular, através de eletroforese, e
transferidas para uma membrana de nitrocelulose (0,22 um). Esta membrana foi
entdo corada com Ponceau S USB™ para evidenciar a eficiéncia da transferéncia, e
fotodocumentada para determinar a densidade Optica das bandas de proteina total.

Em seguida, a membrana foi incubada por 2h em uma solucéo de leite em
pd desnatado a 5%, em temperatura ambiente, para bloquear os sitios de ligacao
nao especificos das proteinas. Apds o bloqueio, a membrana foi incubada em
anticorpo primario anti-BDNF (rabbit, policlonal, [N-20] SC- 546, Santa Cruz
Biotechnology, EUA), na concentragdo de 1:500, por 12h a 4°C, para que as
isoformas de BDNF precursora (32 KDa), truncada (28 KDa) e madura (14 KDa)
fossem detectadas pela interacdo antigeno-anticorpo. A membrana foi entdo lavada
com PBS contendo Tween-20 0,1% e, em seguida, incubada com o anticorpo
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secundario conjugado com peroxidase (goat anti-rabbit, 656120, Invitrogen, EUA) na
concentracao de 1:10.000, por 2h, em temperatura ambiente. Um ensaio de
quimioluminescéncia (Supersigmna, West Pico, Pierce, EUA) foi realizado para
identificar a imunorreatividade das bandas, através do software GeneSnap
(Syngene).

Para quantificacdo da densitometria éptica empregou-se o software Gene
Tools (Syngene). Para cada amostra, foi calculada a razao entre a densidade Optica
(DO) da banda da isoforma de BDNF detectada e a DO da banda de proteina total
corada com Ponceau S, utilizada como controle interno (Romero-Calvo et al., 2010).
Os dados foram apresentados como valores de densidade Optica relativos ao grupo

controle (veiculo) considerado 1.0.
3.10.2 PCR em tempo real

Para a realizagdo do método PCR em tempo real (RT-PCR), o RNA foi
extraido a partir de tecido dissecado por Reagente Trizol® (Thermo Fisher Scientific
Inc., Waltham, MA, EUA), seguindo o protocolo sugerido pelo do fabricante.
Subsequentemente, foi feita a quantificacdo das amostras por meio de um
espectrofotdmetro de volume ultra-baixo (Epoch Microplacas Espectrémetro, BioTek
Instruments Inc., EUA), e utilizado 500ng do RNA total para a sintese do cDNA (com
estojo de sintese de cDNA SuperScript® VILO, Life Technologies, EUA). O cDNA
obtido foi diluido 10 vezes em agua deionizada e armazedo em -80°C.

Foram analisados os niveis de expressao dos genes de BDNF, S100A10
(simbolo oficial do gene da proteina p11), Nitrk2 (simbolo oficial do gene da proteina
TrkB) e tPA, em relagcdo ao controle endégeno do gene GAPDH, pelo método 2-
AACt. Reagdes de PCR foram realizadas na maquina StepOne Plus Real-Time PCR
(Applied Biosystems, EUA), utilizando SYBR Green como sinal fluorescente (SYBR
Select Master Mix, Applied Biosystems, EUA).

Os primers foram concebidos usando software Beacon Designer™ v8.14
da Premier Biosoft International
(http://www.premierbiosoft.com/primerdesign/index.html), entre exons quando
possivel, e a especificidade para o gene de interesse foi validada por comparagéo
com o genoma do rato usando a ferramenta Primer-blast do NCBI
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(http://www.ncbi.nim.nih.gov/tools/primer-blast). As sequéncias dos primers utilizados

foram as seguintes:

Quadro 2 - Sequéncia forward e reverse dos primers utilizados no presente trabalho

Gene Sequéncia forward Sequéncia reverse
BDNF 5-ACTTAGGCAGAATGAGCAATGTCT-3' | 5'-AGCAGTATTTCCTCCTGTGTTCTT-3'
S100a10 5'-CACCTTGATGCGTCCTCT-3' 5-TCTGCTTGTCGAATTGGAGTT-3'
Ntrk2 5-GAGCCATACTGAATGAATCCAAGT-3' | 5-GCCATTAGGGTGTAGTCTCCAT-3'
tPA 5'-GTCTTGGGCAGAACATACAGAGT-3' 5'-GGCACACTGACTGGAATCTGA-3'
GAPDH 5'-AGAAACCTGCCAAGTATGATG3' 5-TGGAAGAATGGGAGTTGCT'3'

Repeticbes técnicas para todas as amostras, bem como controles
negativos, foram utilizados para cada gene submetido a PCR.

3.11 Analise estatistica dos dados

Para a andlise do limiar nociceptivo mecanico foi utilizado o teste de
analises repetidas ANOVA Two-way seguido do teste de Bonferroni (P<0,05). O
teste t de Student (P<0,05) foi utilizado para a analise estatistica dos dados
referentes ao comportamento tido como depressivo (teste de preferéncia por
sacarose e teste de nado forcado) e as analises moleculares (Western blot e RT-
PCR). As andlises foram realizadas com o programa Graph Pad Prism 4.0 e os

dados foram apresentados como média £ EPM.
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4. Resultados

4.1 Limiar nociceptivo mecanico na inducao e na manutencao da hiperalgesia

Para avaliar o limiar nociceptivo mecanico dos ratos ao longo do periodo
de tratamento com PGE; (periodo de inducdo) e no periodo de manutencdo da
hiperalgesia persistente, ap6s o término do tratamento com PGE; foi utilizado o
Teste de Randall-Selitto (1957).

Os resultados demonstraram uma diminuicdo significativa do limiar
nociceptivo mecanico dos animais que receberam PGE; (p< 0.05, Two-way ANOVA
seguido do teste de Bonferroni), a partir do dia 7 do tratamento, comprovando a
inducéo efetiva da hiperalgesia persistente, e sua manutencao até o 14° dia apés o
término do tratamento com PGE; ou seja, 28 dias apds o inicio do protocolo

experimental (Figura 9).

—&— Salina (n=9)
130+ —4— PGE; (n=9)
12042
1104

1004
90+
80+
70+
60

Limiar nociceptivo mecanico (g)

1 7

Dias de tratamento

Figura 9: Limiar nociceptivo mecéanico na inducao e na manutencao da hiperalgesia
persistente. A hiperalgesia foi induzida pela administragdo de PGE, (100ng/50ul/pata)
durante 14 dias consecutivos. O limiar nociceptivo mecanico foi avaliado nos dias 7 e 14 do
periodo de inducdo da hiperalgesia e, apds o término do tratamento com PGE; (periodo de
manutencao), nos dias 21 e 28 do protocolo experimental. Os dados sdo expressos como
média £ EPM de 9 animais por grupo. Houve redugéo significativa do limiar nociceptivo no
grupo PGE; do 72 ao 28° dia do protocolo experimental (*p< 0.05, Two-way ANOVA seguido
do teste de Bonferroni).
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4.2 Hiperalgesia persistente e comportamento depressivo

Para avaliar se o tratamento com PGE,, induziu comportamento do tipo
depressivo nos animais hiperalgésicos, foram realizados o teste de preferéncia por
sacarose e o teste de nado forcado, nos dias 7 e 14 do periodo de inducdo da
hiperalgesia, e nos dias 21 e 28 do protocolo experimental (no periodo de
manutengdo da hiperalgesia, correspondente aos dias 7 e 14 apds o término do
tratamento com PGE,, respectivamente).

4.2.1 Hiperalgesia e comportamento depressivo pelo teste de preferéncia por
sacarose

No teste de preferéncia por sacarose, ndo foi observada diferenca
significativa no consumo de solucao de sacarose entre os grupos PGE; e salina
(Teste t nao pareado, p>0.05), no periodo de inducéo da hiperalgesia (Figuras 10A e
10B). Também n&o houve diferenca no periodo de manutengéo da hiperalgesia, dias

21 e 28 do protocolo experimental (Figuras 10C e 10D).
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Figura 10: Preferéncia por sacarose na hiperalgesia persistente. O teste de preferéncia
por sacarose foi realizado nos dias 7 (A) e 14 (B) do periodo de inducdo da hiperalgesia,
assim como nos dias 21 (C) e 28 (D) do protocolo experimental (periodo de manutencéo da
hiperalgesia persistente). Os resultados correspondem ao percentual do consumo de
solucdo de sacarose pelo consumo total (agua + solucdo de sacarose). Os dados sao
expressos como média £+ EPM de grupos experimentais constituidos por 8 a 10 animais.
Nao houve diferenga signifivativa na preferéncia por sacarose entre os grupos PGE, e
salina, em nenhum dos dias avaliados (Teste t ndo pareado, p>0.05).

4.2.2 Hiperalgesia e comportamento depressivo pelo teste de nado forcado

No teste de nado forgado n&o foi observado diferenca significativa no
tempo total de imobilidade entre os grupos PGE, e salina (Teste t ndo pareado,
p>0.05), nos dias 7 e 14 do periodo de inducao da hiperalgesia (Figuras 11A e 11B),
assim como nos dias 21 e 28 do protocolo experimental (Figuras 11C e 11D).
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Figura 11: Tempo total de imobilidade na hiperalgesia persistente. O teste de nado
forgcado realizado no dia 7 (A) e 14 (B) do periodo de indugéo da hiperalgesia, e nos dias 21
(C) e 28 (D) do protocolo experimental. Os dados sdo expressos como média + epm de
grupos experimentais constituidos por 8 a 10 animais. Nao houve diferenga signifivativa no
tempo total de imobilidade entre os animais que receberam PGE, e 0s que receberam
salina, em nenhum dos dias avaliados (Teste t ndo pareado, p>0.05).

4.3 Associacao da hiperalgesia persistente com o estresse cronico leve

Mediante o nosso resultado prévio, de que o modelo de hiperalgesia
persistente utilizado ndo induziu comportamento tido como depressivo nos animais
tratados com PGE,, decidimos verificar se a associagao da hiperalgesia persistente
com o estresse cronico, que é considerado um fator de risco para o desenvolvimento
da depressdo (Anisman and Zacharko, 1982; Moreau et al., 1994), seria entao capaz
de tornar os animais deprimidos.

Os animais foram entdo, simultaneamente, submetidos a indugédo da
hiperalgesia persistente pela administragao de PGE; na pata durante 14 dias, e a um

protocolo de estresse crénico leve, e os testes para verificar o limiar nociceptivo e o0
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comportamento depressivo foram realizados nos dias 7 e 14 do periodo de indugdo
da hiperalgesia e nos dias 21 e 28 do protocolo experimental.

Os resultados demonstraram que o grupo de animais que recebeu PGE,
e foi submetido ao estresse cronico, apresentou uma redugao significativa no limiar
nociceptivo mecanico a partir do 5° dia de inducéo (p< 0.001, Two-way ANOVA
seguido do teste de Bonferroni), mantida até o final do protocolo experimental
(Figura 12). No dia 5 da indugéo, o limiar nociceptivo dos demais grupos avaliados
permaneceu sem alteragdo. O grupo tratado com PGE;, mas que nao foi submetido
ao estresse, apresentou uma reducao significativa no limiar nociceptivo a partir do
dia 14 da indugéo (p< 0.01). Ja o limiar nociceptivo dos animais submetidos ao

estresse, mas tratados com salina, n&o sofreu alteragéo ao longo do tempo.
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Figura 12: Limiar nociceptivo mecanico na hiperalgesia persistente associada com
estresse cronico leve. Os animais que receberam PGE, na pata por 14 dias, e foram
submetidos ao protocolo de estresse durante 21 dias, apresentaram reducdo significativa do
limiar nociceptivo mecanico a partir do dia 5 de indugéo da hiperalgesia, mantida até o final
do protocolo experimental (*p< 0.001, Two-way ANOVA seguido do teste de Bonferroni).
Reducao significativa do limiar nociceptivo do grupo tratado com PGE, ndo submetido ao
estresse, foi observada a partir do dia 14 do protocolo experimetal (o< 0.01, Two-way
ANOVA seguido do teste de Bonferroni). Os dados sdo expressos como média + EPM de
grupos experimentais constituidos por 6 a 9 animais.

Os resultados referentes ao teste de nado forcado, demontraram que nao
houve diferenca significativa no tempo total de imobilidade entre os animais
submetidos ao estresse, e tratados com PGE, ou salina (p> 0.05, Teste t), em
nenhum dos dias avaliados (Figura 13), comprovando que o modelo de hiperalgesia
persistente ndo induziu comportamento tido como depressivo nos animais mesmo

guando sua execuc¢ao foi associada com o protocolo de estresse crdnico leve.
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Figura 13: Tempo total de imobilidade na hiperalgesia persistente associada com o
estresse cronico leve. O teste de nado forcado, dos ratos submetidos a inducdo da
hiperalgesia persistente e ao protocolo de estresse crénico, foi realizado nos dias 7 e 14 da
inducdo, e nos dias 21 e 28 do protocolo experimental. Nao foi observado diferenca
significativa no tempo de imobilidade entre os animais submetidos ao protocolo de estresse
cronico leve, e tratados com PGE, ou com salina, em nenhum dos dias de avaliacdo (p>
0.05, Teste t). Os dados s&o expressos como média + EPM de 9 animais por grupo.

4.4 Limiar nociceptico mecanico apés bloqueio do receptor TrkB

Para avaliar o papel do BDNF do NAc na indugcdo da hiperalgesia
persistente, foi realizado o bloqueio de receptor TrKB pela administracao intra-NAc
de K252a (16,08ng/12uL/day), ou seu veiculo, durante os 7 primeiros dias em que
os animais foram tratados com PGE, na pata. O limiar nociceptivo mecénico foi
avaliado nos dias 7 e 14 do periodo de inducdo da hiperalgesia, e nos dias 21 e 28
do protocolo experimetal.

Os resultados demonstraram que o bloqueio do receptor de BDNF no
NAc, induzido pela administracdao de K252a, impediu a instalacdo da hiperalgesia

persistente, uma vez que, ndo houve redugdo no limiar nociceptivo mecéanico do
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grupo tratado com PGE> mas que recebeu o inibidor de TrkB intra-NAc (Figura 14).
Ao contrario disso, o limiar nociceptivo neste grupo experimental nao sofreu
alteracdo ao longo do tempo e permaneceu como 0S grupos de animais que
receberam salina na pata. Apenas no grupo tratado com PGE, e que recebeu o
veiculo do K252a no NAc, € que o limiar nociceptivo mecanico sofreu uma reducao
significativa a partir do dia 7 de inducdo, mantida até o dia 28 do protocolo

experimental (p< 0.01, Two-wayANOVA seguido do teste de Bonferroni).
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Figura 14: Limiar nociceptico mecanico apdés bloqueio do receptor TrkB. Limiar
nociceptivo mecanico dos ratos que receberam K252a no NAc, ou seu veiculo, durante os
primeiros 7 dias em que receberam injecdes de PGE,, ou salina, na pata. Houve redugéo
significativa no limiar nociceptivo do grupo que recebeu PGE; na pata, e o veiculo do K252a
no NAc, a partir do dia 7 de inducdo da hiperalgesia, mantida até o dia 28 do protocolo
experimental (*p< 0.01, Two-wayANOVA seguido do teste de Bonferroni). Nos demais
grupos experimentais o limiar nociceptivo ndo sofreu altera¢do ao longo do tempo. Os dados
sao expressos como média + EPM de grupos experimentais constituidos de 6 a 8 animais.
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4.5 Limiar nociceptico mecanico apods ativacao do receptor TrkB

Para verificar se a ativagao do receptor TrkB do NAc, pela administracao
do 7,8 Dihidroxiflavona Hidatado, facilitaria o desenvolvimento da hiperalgesia, o
agonista do receptor TrkB foi infundido no NAc durante os 7 primeiros dias de
inducao da hiperalgesia. O teste nociceptivo mecénico foi realizado dos dias 7, 14,
21 e 28 do protocolo experimental.

Os resultados demonstraram que a ativagdo do receptor de BDNF
antecipou a instalacdo da hiperalgesia, uma vez que os animais que receberam o
agonista seletivo de TrkB, e PGE» na pata, apresentaram uma reducao significativa
no limiar nociceptivo mecénico a partir do dia 5 de indugao da hiperalgesia (p<0.001,
Two-way ANOVA seguido do teste de Bonferroni), enquanto que os demais grupos
experimentais, neste dia, permaneceram sem alteracdes (Figura 15). Foi observada
reducao do limiar nociceptivo do grupo que recebeu PGE> na pata e veiculo no Nac,
em relagcao aos grupos que receberam a salina na pata (p< 0.05), a partir do dia 7 de
inducéo da hiperalgesia (Figura 15). Ambos os grupos que receberam PGE; na pata,
tiveram o limiar nociceptivo significativamente diminuido no dia 7 da indugé@o, mas foi
verificada uma diferenga entre eles no que diz respeito ao grau de reducao do limiar
mecanico indicando que, destes, os animais que receberam DHF intra-Nac

demonstraram hiperalgesia mais intensa.
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Figura 15 - Limiar nociceptico mecanico apds ativacao do receptor TrkB. Limiar
nociceptivo mecanico dos ratos que receberam do 7,8 Dihidroxiflavona Hidatado intra-NAc,
ou seu veiculo, por 7 dias, e PGE, na pata, ou salina, durante os 14 dias de indugédo da
hiperalgesia persistente. O grupo DHF e PGE,, apresentou uma reducdo significativa no
limiar nociceptivo mecénico, a partir do dia 5 de inducao da hiperalgesia, se comparado aos
demais grupos experimentais (*p<0.001, Two-way ANOVA seguido do teste de Bonferroni).
Houve redugéo significativa do limiar nociceptivo no grupo que recebeu o veiculo no NAc e
PGE;, na pata, em relacdo aos grupos que receberam salina na pata, a partir do dia 7 do
protocolo experimetal (**p< 0.05, Two-way ANOVA seguido do teste de Bonferroni). Os
grupos que receberam PGE, na pata diferiram entre si nos dias 5 e 7 do protocolo
eperimental (*p< 0.01). Os dados séo expressos como média + EPM de 6 animais por grupo.

4.6 Expressao génica do BDNF e da tPA na VTA durante a hiperalgesia
persistente

E sabido que o BDNF encontrado no NAc ¢ sintetizado na VTA (Wang et
al., 2014) e que a tPA é uma protease envolvida na sintese do mad-BDNF, a partir
do pr6-BDNF (Pang et al., 2004; Lu et al., 2005). Sendo assim, para verificar se 0
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desenvolvimento da hiperalgesia persistente afetou a expressao génica do BDNF e
da tPA na VTA, foi realizado o RT-PCR no dia 14 do periodo de inducdo da
hiperalgesia e no sétimo dia do periodo de manutengédo (dia 21 do protocolo
experimental). Foi observado um aumento significativo na expressdo génica do
BDNF (Figura 16 A) e de tPA (Figura 16 B) na VTA dos animais tratados com PGE-
(p< 0.005 e p< 0.05, Teste t, respectivamente) em ambos os periodos de inducao e

manutenc¢ao da hiperalgesia.
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Figura 16: Expressdao génica do BDNF e da tPA na VTA durante a hiperalgesia
persistente. Foi realizado RT-PCR para analisar a expressao génica do BDNF e da tPA na
VTA dos ratos submetidos a indug&o da hiperalgesia persistente, no final de indugéo (dia 14)
e no sétimo dia apdés o término da administragdo da PGE, (dia 21 do protocolo
experimental). Foi observado aumento significativo na expressao génica do BDNF (*p<
0.005, Teste t) e da tPA (*p< 0.05) na VTA do grupo tratado com PGE,, em ambos os
tempos analisados. Os dados sdo expressos como média + EPM de 4 animais por grupo.
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4.7 Expressdao génica da p11 e do TrkB no NAc durante a hiperalgesia
persistente

Para verificar se o desenvolvimento da hiperalgesia persistente afetou a
expressao génica do receptor TrkB no NAc foi realizado o RT-PCR no dia 14 do
periodo de inducdo da hiperalgesia e no sétimo dia do periodo de manutencao (dia
21 do protocolo experimental). Nestes mesmos dias, também foi realizada a analise
da expressao génica da protease p11, relacionada com a clivagem do BDNF e que
poderiam, portanto, indicar uma alteragao na disponibilidade do mad-BDNF.

Nao foi observada diferenca significativa na expressdao génica da p11
entre os grupos experimetais (p>0.05, Teste t) nos dias avaliados (Figura 17A).

Também nenhuma diferenca significativa na expressao génica do
receptor TrkB entre os grupos tratados (p>0.05, Teste t) foi observada nos dias 14 e
21 do protocolo experimental (Figura 17B).
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Figura 17: Expressao génica da p11 e do TrkB no NAc durante a hiperalgesia
persistente. RT-PCR para analise da expressédo génica da p11 (A) e do receptor trkB (B) no
NAc dos ratos submetidos a indugéo da hiperalgesia persistente, no final de indugéo (dia 14)
e no sétimo dia apdés o término da administracdo da PGE, (dia 21 do protocolo
experimental). Nao foi observada diferenca significativa na expressao génica da p11, entre
0S grupos experimentais, nos tempos analisados (p> 0.05, Teste t). Também nenhuma
diferenca significativa na expressao génica do receptor TrkB foi constatada, entre os grupos
experimentais, nos dias avaliados (p> 0.05, Teste t). Os dados sdo expressos como média +
EPM de 4 animais por grupo.
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4.8 Niveis da proteina do BDNF no NAc pelo Western blot

O BDNF ¢ sintetizado como uma isoforma precursora com 32 KDa (pro-
BDNF), a partir da qual é gerada, por clivagem proteolitica, a isoforma madura com
14KDa (mad-BDNF) ou uma isoforma truncada de 28 KDa (Mowla et al., 2001). A
funcdo da isoforma truncada € ainda desconhecida. O mad-BDNF liga-se,
preferencialmente, ao receptor tirosina-quinase B (TrkB) disparando uma cascata de
sinalizagao intracelular que garante a sobrevivéncia celular e promove a plasticidade
neuronal, enquanto o pré-BDNF tem alta afinidade pelo receptor de neurotrofina p75,
iniciando efeitos pré-apoptoticos e anti-plasticidade (Lu et al., 2005). Tomando isto
como base, no presente trabalho, foi realizada a analise das isoformas do BDNF
para verificar alguma possivel alteracdao nos niveis das proteinas que pudesse
sinalizar um efeito pré6 ou anti-plasticidade relacionado ao estabelecimento da
hiperalgesia persistente.

Foi utilizado o teste Western blot para analisar os niveis de BDNF no NAc
dos ratos no final do periodo de indugcédo da hiperalgesia (dia 14) e 7 dias apds o
término do tratamento com PGE: (dia 21 do protocolo experimental). O NAc direito
(ipsolateral a administracdo da PGE; na pata) e o esquerdo (contralateral a injecao
de PGE,) foram analisados separadamente para verificar se haveria diferenca em
relacdo ao lado de administragéo periférica da PGE;,

Nossos resultados demontraram que n&o houve diferenca significativa das
isoformas do BDNF (precursora, truncada e madura) entre os grupos de animais que
receberam PGE, e os que receberam salina na pata, no dia 14 da indugcdo da
hiperalgesia (p> 0.05, Teste t), em nenhum dos lados analisados (Figura 18).
Também nao foi observada diferenga significativa entre as amostra do dia 21 (p>
0.05) , apés o término da indugéo (Figura 18).
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Figura 18: Expressao da protéina do BDNF no NAc. Western blot foi realizado para
analisar as isoformas precurssora (A), madura (B) e truncada (C) de BDNF no NAc dos ratos
tratados com PGE,, ou salina, no final do periodo de indu¢do da hiperalgesia (dia 14) e no
sétimo dia ap6s o término da administracdo da PGE; (dia 21 do protocolo experimental).
Nao foi observada diferenca significativa nos niveis das isoformas entre os grupos
experimentais, nos dias analisados (p> 0.05, Teste t). Os dados sdo expressos como média
+ EPM de 5 animais por grupo. (D) Foto representativa das bandas imunorreativas das
isoformas de BDNF dos animais tratados e controles, nos dias 14 e 21 do protocolo
experimental. (E) Membrana eletrotransferida corada com Ponceau S.
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5. Discussao
5.1 A hiperalgesia persistente nao induziu comportamento depressivo

Os resultados previamente apresentados demonstraram que o modelo
animal de hipersensibilizacao nociceptiva provocada pela administracao periférica de
PGE;, ao longo de 14 dias, utilizado no presente trabalho, induziu efetivamente
hiperalgesia persistente nos animais, o que esta de acordo com os dados obtidos
em outros trabalhos da literatura que utilizaram o mesmo modelo experimental
(Ferreira et al., 1990; Villarreal et al., 2005; Miranda et al., 2015). No entanto, foi
visto que o modelo ndo desencadeou qualquer tipo de comportamento depressivo
nos ratos hiperalgésicos.

Na tentativa de avaliar mais de um &specto do comportamento animal
relacionado a depressao (a anedonia e o desamparo aprendido) e buscar uma
confirmagdo dos dados referentes ao possivel desenvolvimento do transtorno
depressivo, foram utilizados dois testes comportamentais (teste de preferéncia por
sacarose e teste de nado forcado) mas, em nenhum deles, os animais
hiperalgésicos apresentaram alteragdes comportamentais indicativas da doenga.

E possivel que o modelo de hiperalgesia persistente utilizado nao tenha
desencadeado comportamento do tipo depressivo nos animais por nao provocar dor
espontdnea continuamente. E possivel constatar que, em outros modelos
experimentais utilizados para estudar a comorbidade entre dor crbnica e depressao,
a dor gerada é espontanea e constante (Bravo et al., 2012; Wang et al., 2012). Em
contrapartida, a hipersensilibizacdo da via nociceptiva gerada pela administracdo
cronica de PGE; ndo induz dor continua e em razdo disto, possivelmente, néo
constituiu a intensidade de estimulacdo sensorial e emocional necesséaria para
desencadear os mecanismos bioldgicos responsaveis pelo estabelecimento do
transtorno depressivo no animal.

No intuito de confirmar esta hipotese, decidimos associar um protocolo
de estresse crbnico leve ao modelo indugdo da hiperalgesia persistente, uma vez
que o estresse é considerado um fator de risco para o desenvolvimento da
depressao (Anisman and Zacharko, 1982; Moreau et al., 1994). No entanto, apesar
de ter sido constatado que a associagdo dos procedimentos antecipou o
aparecimento da hiperalgesia, ndo foi observada diferenca significativa no tempo
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total de imobilidade nos animais hiperalgésicos submetidos ao estresse crénico leve,
inviabilizando o uso do modelo de hiperalgesia persistente pelo tratamento crénico
com PGE,, como uma ferramenta para o estudo da associagao entre dor crénica e
depresséo.

5.2 Facilitacao da hiperalgesia persistente pela sinalizacao BDNF-TrkB no NAc

O presente estudo revelou que o BDNF no NAc tem um papel importante
na instalacao da hiperalgesia persistente de origem inflamatéria, uma vez que nao
foi observada redugdo do limiar nociceptivo mecéanico nos animais tratados com
PGE: cujos receptores TrkB do NAc foram bloqueados. Foi verificado aumento da
expressdo génica de BDNF e tPA na VTA dos animais hiperalgésicos, durante os
periodos de instalacdo e manutencdo da hiperalgesia, que nao foi acompanhado
pelo aumento da expressao protéica de BDFN no NAc. Nossos achados suportam a
idéia de que a dor crdnica seja uma resposta adaptativa do organismo que envolve
mudancas plasticas neuronais no NAc que depende de fatores neurotroficos como
BDNF.

Trabalhos recentes demonstraram que o BDNF potencializa a liberagcao
de dopamina nos terminais neuronais do NAc (Goggi et al., 2003). Em estudos
prévios, nds verificamos que o aumento do ténus dopaninérgico no NAc pode
facilitar a indugdo da hiperalgesia persistente via ativagdo dos receptores
dopaninérgicos D1 e D2. Isso foi demonstrado pela facilitagdo da hiperalgesia em
ratos tratados com PGE, apds a administracdo de um inibidor de recapitacdo de
dopamina no NAc (Dias et al., 2015). Em conjunto, estes achados apontam uma
possivel via de atuacdo do BDNF na cronificacdo da dor, por meio do sistema
dopaminérgico do NAc.

Ainda, tem sido constatado que o NAc apresenta uma atividade eferente
ténica pronociceptiva, demonstrada pela atenuacao do reflexo de abertura bucal em
ratos, apds administracdo intra-NAc de lidocaina quartenaria (Gear and Levine,
2011). Foi verificado também que a administracdo do agonista do receptor de
aminodcido excitatério cainato no NAc aumentou o reflexo dos animais (Gear and
Levine, 2011). Estudos recentes mostraram que o BDNF, via TrkB, pode aumentar a
expressam de subunidades dos receptores AMPA permeaveis ao Ca*™ no NAc (Li
and Wolf, 2011). Associando estes resultados poderiamos especular que o BDNF
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aumenta a atividade eferente pronociceptiva no NAc, facilitando o desenvolvimento
da hiperalgesia. E provavel que a ligacdo do BDNF aos receptores TrkB provoque a
auto-fosforilagcdo destes receptores e o disparo das cascatas intracelulares que
geram a ativacao de receptores glutamatérgicos (NMDA e/ou AMPA), levando ao
influxo de ions (Ca** e/ou Na*) e a hiperexcitagdo dos neurdnios. Estes mecanismos
sdo bem conhecidos em neurbénios do corno dorsal da medula espinhal para a
sensibilizagdo central que ocorre na hiperalgesia (Basbaum and Jessel, 2000;
Merighi et al., 2008; Vanelderen et al., 2010; Constandil et al., 2011) e poderiam
estar acontecendo também no NAc.

Além disso, trabalhos vem demonstrando que o bulbo ventral rostral
(RVM), embora seja uma estrutura importante para a inibicdo descendente da dor,
também pode estar envolvido na facilitagdo nociceptiva(Porreca et al.,, 2002;
Vanegas and Schaible, 2004). Apéds inflamacao, pode ser observado aumento de
BDNF no RVM que, via receptor TrkB, dispara a cascata PLC/PKC e libera os
estoques intracelulares de Ca*™* (Suzuki et al., 2004; Ren and Dubner, 2007). O
aumento intracelular de Ca*™ provoca a fosforilagdo e ativacdo dos receptores
NMDA, com influxo de Ca™ e hiperexcitabilidade dos neurdnios bulbares. Neurbnios
excitatérios do RVM, por sua vez, projetam-se para a medula espinhal e contribuem
para a sensililizacao central (Guo et al., 2006). No entanto, evidéncias revelam que
esta influéncia facilitatoria sobre as vias nociceptivas ndo se origina no RVM
(Porreca et al., 2002) e sugerem que a via estriado-nigral constitui um circuito NAc-
RVM (Gear and Levine, 2009) através do qual estimulos originados no NAc possam
agir sobre o RVM desencadeando os eventos subsequentes que facilitam a dor.

Assim, os resultados discutidos acima, advertem para o uso de terapias
que buscam aumentar a produgdo endogena de BDNF no cérebro, objetivando o
tratamento de doencas neurodegenerativas (You et al., 2016), mas que, por outro
lado, podem facilitar o desenvolvimento da dor crénica.
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5.3 O aumento da expressao génica de BDNF e tPA na VTA

No presente trabalho foi verificado aumento da expressdo génica de
BDNF e tPA na VTA dos animais tratados com PGE,, durante os periodos de
instalacao (7° dia da inducao) e manutencao (212 dia do protocolo experimental) da
hiperalgesia. Considerando que o BDNF encontrado no NAc € sintetizado como pro-
BDNF na VTA (Wang et al., 2014), e assim liberado no NAc, juntamente as outras
proteinas que participam do seu processo de clivagem (plasminogénio e tPA), onde
ele é convertido em BDNF maduro (Mowla et al., 2001), era previsto que o aumento
da expressdao de mRNA do BDNF e da tPA na VTA fosse acompanhado por um
aumento nos niveis de BDNF maduro no NAc.

No entanto, nossos resultados revelaram que o aumento da expressao
génica de BDNF e tPA na VTA, durante a hiperalgesia, ndo foi acompanhado por
alteragbes nos niveis de BDNF maduro no NAc. Estes resultados podem ser
justificado se consideradas as conexdes do NAc e da VTA com outras areas
encefalicas. Estudos demonstraram que cerca de 88% do BDNF liberado no estriado
sao provenientes de projecoes do cortex pré-frontal (Altar et al., 1997). Assim sendo,
uma alteracdo nos niveis do BDNF liberado pela VTA no NAc, pode nao ser
visualizada, uma vez que o BDNF proveniente da VTA representam apenas uma
pequena propor¢cdo do BDNF total encontrado no NAc. Foi demonstrado também
que os neurbnios da VTA se projetam para outras areas limbicas, além do NAc,
como o cortex pré-frontal, cortex orbitofrontal, giro do cingulo, formagédo hipocampal
e amigdala (Goto et al., 2010; Guo et al., 2014), onde o BDNF sintetizado na VTA
alternativamente pode ser liberado. Aléem disso, ndo deve ser descartada a hipétese
de um aumento do BDNF em uma via neuronal especifica do NAc, que nao tenha
sido dectectado pela técnica molecular utilizada para analise. Relatos na literatura
demonstram a existéncia de diferentes popula¢cdes de neurdnios e vias neurais
relacionadas com a dor no NAc que, mediante uma determinada intervec¢do, podem
sofrer, cada qual, diferentes alteragdes (Ren et al., 2016). Porém estas alteragdes
podem deixar de ser detectadas numa técnica molecular onde a estrutura é
analisada como um todo, e as diferengas em circuitos segregados se diluem.

Com relacao aos resultados referentes a expressao génica da proteina de
clivagem p11 e do receptor TrKB no NAc, sem alteracdes significativas durante a

indugdo e manutencdo da hiperalgesia, eles estdo de acordo com os dados da
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andlise dos niveis da proteina do BDFN no NAc, onde, conforme discutido

anteriormente, também nao foram constatadas alteragdes.
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CONCLUSOES
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6. Conclusoes

Considerando os dados apresentados no presente trabalho, foi possivel

concluir que:

A hiperalgesia mecéanica persistente induzida através da administracao de
PGE, na pata do rato ndo gerou comportamento do tipo depressivo nos
animais, mesmo quando associada ao estresse cronico leve.

O BDNF no NAc possui um papel essencial no desenvolvimento da
hiperalgesia persistente, uma vez que o bloqueio do receptor TrKB no NAc
impediu a instalagdo da mesma.

E observado aumento da expressdo génica de BDNF e de tPA na VTA dos
animais hiperalgésicos, durante a indugdo e manutengdo da hiperalgesia
persistente, mas esta alteracdo nao é acompanhada pelo aumento do mRNA
da p11 e do receptor TrkB, e nem mesmo dos niveis da proteina do BDNF no
NAc.
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Profa. Dra. Claudia Herrera Tambeli / Lilian Calili Camargo, estd de acordo
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