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RESUMO

KIMURA, L. F. Efeitos do enriquecimento ambiental na neuropatia periférica
induzida em ratos. 2018. 99 f. Tese (Doutorado em Farmacologia) — Instituto de
Ciéncias Biomédicas, Universidade de Séo Paulo, Sdo Paulo, 2018.

O enriquecimento ambiental (EA) € capaz de alterar a percepcdo a estimulos
nociceptivos, bem como de aumentar a resposta analgésica induzida por opioides.
Considerando que a dor neuropatica € um grave problema de saude publica e o
tratamento para esta condicdo ainda € insatisfatorio e acarreta efeitos adversos
severos, 0s objetivos deste trabalho foram avaliar a interferéncia do bem-estar
animal na sensibilidade dolorosa de ratos frente a diferentes estimulos nociceptivos
e investigar possiveis mecanismos envolvidos neste efeito. Os animais foram
submetidos a avaliacdo da ansiedade e da sensibilidade dolorosa, em modelo de
neuropatica, frente a estimulos nociceptivos mecénicos e térmicos. Foi verificado
qgue um protocolo de EA elaborado e iniciado desde o nascimento foi capaz de
reverter totalmente a dor neuropatica de animais submetidos a constricdo crénica do
nervo isquiatico (CCl). Este efeito foi completamente abolido quando os animais
enriquecidos foram tratados com naloxona, um antagonista opioide néo seletivo.
Andlises de Western Blot ndo mostraram diferencas na expressédo de receptores
opioides em regifes relacionadas ao processamento e controle da dor, porém os
niveis circulantes de beta-endorfina e met-encefalina aumentaram na presenca de
dor crénica nos animais enriquecidos. Os niveis séricos de corticosterona também
se apresentaram aumentados nos animais com EA, independentemente da
neuropatia, mas o tratamento com mifepristona, um antagonista de receptores de
glicocorticoides, ndo alterou a analgesia dos animais operados. Ainda, o EA também
reduziu a imunorreatividade para serotonina nha medula espinal de animais com CCI.
Além do efeito analgésico, o EA também reduziu o marcador de leséo neuronal ATF-
3 no ganglio da raiz dorsal e, no local da constricdo, reduziu a degeneracao neuronal
caracteristica do modelo, induzindo ainda, a presenca predominantemente de
macréfagos do tipo M2. Este trabalho reforca a importdncia do bem-estar na
prevencdo do desenvolvimento da dor neuropatica e mostra uma abordagem nao
farmacoldgica que pode aumentar a resiliéncia de animais contra estimulos nocivos.
Palavras-chave: Enriquecimento ambiental. Dor neuropatica. Analgesia. Opioides

enddgenos. Macroéfagos.



ABSTRACT

KIMURA, L. F. Effects of environmental enrichment on peripheral neuropathy
induced in rats. 2018. 99 f. PhD thesis (Department of Pharmaclogy) — Instituto de
Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo, 2018.

Environmental enrichment (EE) is capable of altering the perception of nociceptive
stimuli, as well as increasing the analgesic response induced by opioids. Considering
that neuropathic pain is a serious public health problem and the treatment for this
condition is still unsatisfactory and induces severe side effects, the aims of this study
were to evaluate the interference of animal welfare in the sensitivity to different
nociceptive stimuli and to investigate possible mechanisms involved in this effect.
Animals were submitted to the evaluation of anxiety and pain sensitivity in a model of
neuropathic pain, against mechanical and thermal nociceptive stimuli. It was seen
that an elaborated EE starting from birth was able to totally reverse the neuropathic
pain of animals submitted to chronic constriction injury of the sciatic nerve (CCI). This
effect was completely abolished when enriched animals were treated with naloxone,
a nonselective opioid antagonist. Western blot analysis did not show differences in
opioid receptor expression in regions related to pain processing and control,
however, circulating levels of beta-endorphin and met-enkephalin were increased in
the presence of chronic pain in enriched animals. Serum corticosterone levels were
also increased in animals with EE regardless of neuropathy, but treatment with
mifepristone, a nonselective glucocorticoid receptor antagonist, did not alter the
analgesia of operated animals. Moreover, EE reduced serotonin immunoreactivity in
the spinal cord of CCI animals. In addition to analgesic effect, EE also reduced the
neuronal injury marker ATF-3 at the dorsal root ganglia and, at the site of
constriction, decreased the neuronal degeneration characteristic of the model,
inducing the presence of M2 macrophages subtype predominantly. This work
reinforces the importance of well-being in preventing the development of neuropathic
pain and shows a non-pharmacological approach that may increase animal resilience
against noxious stimuli.

Keywords: Environmental enrichment. Neuropathic pain. Analgesia. Endogenous

opioids. Macrophages.
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1 INTRODUCAO

A dor cronica € um grave problema de saude publica, onde € estimado que
30 % da populacdo mundial sofra dessa condicdo (Martin e Reid, 2017), que até os
dias atuais ndo apresenta tratamento eficaz na grande maioria das vezes. Ja estdo
descritos alguns fatores de risco, além de fatores genéticos e epigenéticos, para o
desenvolvimento de dor cronica em humanos, como influéncias ambientais e
eventos adversos (estresse, lesdo ou doencas em estagios criticos do
desenvolvimento), e a interacdo do ambiente psicossocial com o perfil psicolégico do
paciente, que acabam por aumentar a vulnerabilidade para o aparecimento e
manutencdo da dor persistente (Denk et al., 2014). Além disso, maus tratos na
infancia como abuso fisico e sexual, e depressdo também estdo associados ao
desenvolvimento de dor crbénica na vida adulta (Lampe et al., 2003). Desta maneira,
fica evidente que fatores ambientais interferem com a susceptibilidade para o
desenvolvimento da dor crbnica.

Por outro lado, a interagdo com o ambiente pode favorecer também o
contrario, no sentido de aumentar a resiliéncia do individuo contra estimulos nocivos
e situacdes aversivas, como € o caso da interacdo social em ambiente enriquecido
(Dudley et al., 2011; Lambert et al.,, 2016). Alguns estudos com animais ja
comprovaram acao analgésica e melhor resposta a farmacos opioides nos animais
expostos ao enriqguecimento ambiental (EA, uma forma de promover bem-estar aos
animais) (Smith et al., 2003; Smith et al., 2005; Gabriel, A. F. et al., 2010; Vachon et
al., 2013), o que indica haver comunicacao entre o sistema analgésico opioidérgico e
o bem-estar. Além disso, o EA também é capaz de modular o sistema dos
glicocorticoides e de induzir resiliéncia contra agentes estressores. Esta resiliéncia
pode ser decorrente da vivéncia em ambientes complexos, considerada um estresse
de leve intensidade (Crofton et al., 2015). Assim, a exposicdo constante a novidade
induzida pela variedade de objetos pode atuar como um agente antiestresse em
longo prazo. Desta maneira, estudos voltados para farmacologia endégena de vias
analgésicas tornam-se extremamente validos para a busca de novos alvos para o
desenvolvimento de medicamentos e terapias que auxiliem no tratamento de

doencas de dificil controle, como é o caso da dor crénica.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Dor — Consideracdes gerais

A dor é um fenbmeno desagradavel, que acomete varias, sendo todas as
pessoas em alguma fase da vida. Este fenbmeno frequentemente € resultante de
lesbes (mecanicos, térmicos e/ou quimicos), e que muitas vezes pode estar
associado também a componentes emocionais. Esta condicdo € comumente dividida
em dor aguda e crbnica. A dor aguda é decorrente principalmente de processos
inflamatérios resultantes de lesdo tecidual e, na maioria das vezes, é de facil
tratamento e rapida resolucdo. Por outro lado, a dor crénica tem sido considerada
um grave problema de saude publica, uma vez que muitos tipos de dores crbnicas
sdo, ainda hoje, intrataveis. Essa condi¢do é descrita como uma das maiores causas
de procura por assisténcia médica em todo o mundo, e podem ser responsaveis pela
reducdo da qualidade de vida, perda de emprego ou diminuicdo de tarefas no
trabalho e aumento nos indices de depressdo, entre outros (Lynch et al., 2007;
Sessle, 2011; Staud, 2011).

Em relacdo a dor neuropética, os mecanismos envolvidos com o
aparecimento dessa condi¢do estdo normalmente relacionados com lesGes em fibras
nervosas, ou ainda podem ser decorrentes da resolucdo ndo adequada de
processos de dor aguda, que também acarretam alteracdes nas fibras nervosas. A
lesdo nervosa altera tanto as propriedades elétricas quanto a natureza quimica dos
neurdnios periféricos (Colvin e Power, 2007). Normalmente, estimulos nocivos
periféricos sdo captados por diversos, porém especificos, tipos de receptores
presentes nas terminacbes nervosas livres de nociceptores (neurbnios
pseudounipolares) como, por exemplo, receptores ASICs (do inglés Acid-sensing ion
channels), alguns TRPs (do inglés Transiente Receptor Potential) e receptores
purinérgicos (Marchand et al., 2005). Esta informagdo nociva € transduzida e
transmitida na forma de impulsos elétricos por fibras nervosas aferentes do tipo C e
A delta, sendo que as fibras do tipo C, por ndo serem mielinizadas, transmitem o
impulso de modo mais lento (0,4 - 1,4 m/s) que as do tipo A delta, mielinizadas (5 -
30 m/s) (Dubin e Patapoutian, 2010). As fibras nociceptivas tém sido classificadas
com base na velocidade de conducdo e sensibilidade a estimulos nocivos

mecanicos e a quentes e frios extremos. Predominantemente, as fibras C sao
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polimodais, respondendo a estimulos mecéanicos, térmicos e quimicos, enquanto que
as fibras do tipo A sdo termo e mecano-sensitivas (Dubin e Patapoutian, 2010). A
informacé&o transmitida por estas fibras passam pelo ganglio da raiz dorsal e atinge o
corno dorsal da medula espinal, fazendo sinapse nas laminas I, Il e V de Rexed com
neurénios de transmissdo e também interneurdnios. A informagdo segue para 0s
centros supra espinais, passando pelo talamo e/ou pela formagéo reticular no tronco
encefalico, chegando ao cértex somatossensorial, onde € processada e entendida
como dor. No momento em que o0 estimulo nocivo cessa, ndo ocorrem mais
potenciais de acdo nas fibras nervosas, fazendo com que o estimulo doloroso nédo
se propague mais (Costigan e Woolf, 2000; Rosenow e Henderson, 2003; Rang et
al., 2012).

Apos uma lesdo nervosa persistente, alteracbes tanto na liberacdo de
neurotransmissores quanto nas propriedades de transducao de sinal dos neurdnios
sdo observados e decorrentes da sensibilizacao periférica e central. O processo de
sensibilizacdo envolve varios eventos. Muitas substancias algogénicas liberadas por
nociceptores ativados ou por células ndo neuronais residentes ou que infiltraram no
local, invadem o tecido ao redor da lesdo e acabam por aumentar a excitabilidade
ndo so6 da fibra nervosa lesionada como também de fibras adjuntas a lesdo. Como
exemplos dessas substancias podemos citar citocinas, neuropeptidios, mediadores
lipidicos, fatores de crescimento, histamina, serotonina, compostos oriundos do
sangue (e.g. bradicinina), entre outros, que juntos sao coletivamente chamados de
“sopa inflamatéria”. Além disso, os potenciais de a¢édo tornam-se ectépicos, podendo
até surgir espontaneamente, sem qualquer estimulo nocivo. Isso faz com que a
estimulacdo ndo nociva de areas adjuntas a lesédo € capaz de elicitar uma sensacéao
dolorosa, enquanto que fibras adjuntas a lesdo também podem ser ativadas
(Basbaum et al., 2009; Jensen e Finnerup, 2014).

Estes disparos continuos da fibra promovem aumento na entrada de
impulsos elétricos na medula espinal e consequente aumento na liberacdo de
neurotransmissores excitatéorios como o glutamato, substancia P, adenosina
trifosfato (ATP) e o peptideo geneticamente relacionado a calcitonina (CGRP do
inglés calcitonin gene-related peptide) que, por sua vez, induzem outras
modificacbes como a ativacdo de receptores quiescentes e aumento de calcio
intracelular nos neurdnios de segunda ordem, perda da inibicdo feita por

interneurdnios inibitorios gabaérgicos e glicinérgicos, e ativacdo microglial levando a
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sensibilizacdo de neurdnios na lamina I, que pode criar ou aumentar a informacgéo
dolorosa frente a estimulos ndo nocivos e nocivos, respectivamente (Rosenow e
Henderson, 2003; Colvin e Power, 2007). Além disso, 0os neurdnios sensoriais, em
condicbes normais, secretam varias substancias, como as neurotrofinas, que
participam ativamente da hemostasia neuronal. Sendo assim, outro fato que sucede
a lesdo nervosa € a degeneracédo de terminagfes centrais, decorrente da diminuigdo
no transporte de neurotrofinas provenientes de neurdnios periféricos (Colvin e
Power, 2007). Diante de toda essa plasticidade anatdmica e funcional que ocorre
com a sensibilizagdo periférica e central, fendbmenos com a alodinia (dor em resposta
a estimulos ndo nocivos) e a hiperalgesia (dor exacerbada em reposta a estimulos
nocivos) sdo muito comuns na dor cronica, além da dor espontanea resultante da
geracdo de potenciais de acdo espontaneos, como jA mencionado no paragrafo
anterior (Costigan e Woolf, 2000; Basbaum et al., 2009; Jensen e Finnerup, 2014).

O controle regulatério enddégeno da dor, de um modo geral, além de envolver
interneurdnios inibitérios do corno dorsal da medula espinal, conta com &areas
descendentes cortico-limbicas e do tronco encefalico, que séo ativadas apds a
chegada da informacdo dolorosa nos centros supra espinais. Uma das principais
regibes que medeia este processo é a substancia cinzenta periaquedutal (PAG, do
inglés periaqueductal grey), localizada no mesencéfalo. Quando ativada, a PAG
ativa outras regibes, como o nucleo magno da rafe (NMR) no bulbo rostral
ventromedial (RVM do inglés rostral ventromedial medulla) e o locus coeruleus na
ponte, que enviam projecdes descendentes para o corno dorsal da medula espinal,
onde liberam substancias com acdao inibitéria, como a serotonina e a noradrenalina
respectivamente, que acabam por agir pré e/ou pés sinapticamente em receptores
especificos que reduzem a excitabilidade neuronal (Millan, 2002; Rosenow e
Henderson, 2003). A serotonina liberada ali se liga em receptores do tipo 5-HT;a N0
neurdnio aferente de segunda ordem, que sdo acoplados a proteina G inibitéria, e
em receptores do tipo 5-HT3 excitatérios localizados em interneurdnios inibitérios,
gue liberam GABA e encefalinas na fenda sinaptica, reduzindo desta maneira, a
excitabilidade neuronal e a ascensao da informacéo de dor (Millan, 2002; Fukushima
et al.,, 2009). Entretanto, além de inibitoria, a via descendente pode ser também
facilitatoria, e a modulacéo final da resposta dolorosa é resultante do balanco entre

essas duas vias (Millan, 2002).
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As substancias inibitorias liberadas séo representadas principalmente pelos
peptideos opioides enddgenos, além da serotonina (5-hidroxitriptamina) e da
noradrenalina (norepinefrina) ja& mencionadas acima, e de outros mediadores nao
menos importantes como a dopamina, endocanabinoides e adenosina, além de
GABA (4cido gama-amino butirico) e glicina liberados por interneurdnios inibitorios
na medula espinal (Millan, 2002). Os peptideos opioides (e.g. encefalinas,
endorfinas e dinorfinas), classificados assim por possuirem efeitos farmacolégicos
semelhantes aos opiaceos, tem seus receptores distribuidos amplamente por todo o
sistema nervoso central (SNC), e também em regides da periferia, como
queratinécitos, sistema gastrointestinal e ao longo de fibras sensitivas. No SNC,
estdo presentes em diversas regides encefalicas e em grande quantidade na via
descendente longa desde o mesencéfalo até o corno dorsal da medula espinal, onde
promovem a inibicdo de interneurdnios inibitérios na PAG e no NMR, ativando assim
as vias inibitorias descendentes, e também inibindo a excitabilidade neuronal na
medula espinal (Millan, 2002; Mendell, 2011; Rang et al., 2012).

No corno posterior da medula espinal, bem como nas terminacdes
periféricas dos neurdnios aferentes nociceptivos, o0s opioides possuem acdes
analgésicas por se ligarem a receptores acoplados a proteina G (GPCR, do inglés
G-protein coupled receptor) do tipo inibitéria, que inibe a formacdo de monofosfato
ciclico de adenosina (CAMP, do inglés cyclic adenosine monophosphate) intracelular
e, deste maneira, reduzem o metabolismo celular. Além disso, quando esses
receptores sao ativados, uma subunidade da proteina G (Ga) interage diretamente
com canais de potassio retificadores de entrada do tipo Kir3, e a outra subunidade
(GBy) liga-se a canais de célcio da membrana celular, reduzindo a excitabilidade da
célula por hiperpolarizacdo e inibindo a abertura de canais de calcio,
respectivamente, reduzindo assim a liberagédo de neutrotransmissores (Al-Hasani e
Bruchas, 2011; Rang et al., 2012). Assim como outros GPCRs, apoés a fosforilagcéo,
0S receptores opioides sao, na maioria das vezes, dessensibilizados e
internalizados. Esses processos podem desencadear uma cascata de sinalizagao
intracelular, envolvendo componentes da familia das proteinas quinases ativadas
por mitbgenos (MAPK, do inglés mitogen-activated protein kinase), como a ERK 1 e
2, JKN e p38, cuja agbes culminam em diversas respostas celulares como
proliferagao celular, diferenciacéo, apoptose, regulacdo de fatores de transcricdo e

fosforilacdo de canais (Al-Hasani e Bruchas, 2011). Portanto, além de exercerem
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potentes efeitos em canais, 0s receptores opioides também apresentam efeitos mais
lentos, porém robustos, em outras vias de transducéo de sinal.

Os principais receptores opioides foram originalmente classificados na
década de 1970 de acordo com sua especificidade farmacolégica: mu, sendo os
receptores mediados pela acédo da morfina; kappa, respondendo ao opioide exdégeno
cetociclazocina; e delta, pela afinidade de opioides no canal deferente de
camundongos. Na mesma época, estudos com opioides enddgenos revelaram a
afinidade de B-endorfinas pelo receptor mu, de dinorfinas pelo receptor kappa e
encefalinas pelo receptor delta. Posteriormente, foi verificado também que todas as
trés familias de receptores sao inibidas pela naloxona (Abbadie e Pasternak, 2002;
Dietis et al., 2011).

Por estarem amplamente envolvidos com o fenbmeno de analgesia, 0s
opioides e seus receptores tem sido muito estudados na tentativa de identificar
possiveis mecanismos para alivio da dor, especialmente da dor crdnica, tanto em
nivel central quanto na periferia. Um dos compostos pioneiros neste estudo € a
morfina, a qual apdés administrada € metabolizada no figado em morfina-6-
glucuronideo (composto ativo capaz de atravessar a barreira hematoencefalica) e
exerce seus efeitos ligando-se preferencialmente a receptores opioides do tipo mu.
Porém, a administracdo de morfina, assim como de outros farmacos opioides, pode
provocar inumeros efeitos colaterais e indesejaveis (depresséo, sonoléncia, euforia,
dependéncia, tolerancia, nausea e vémito), pela presenca de receptores em diversas
areas centrais, e também pode interferir com fendbmenos periféricos, como
constipacao, retencao urinaria, prurido e rubor na face, pescoco e térax (Lesniak e
Lipkowski, 2011; De Gregori et al., 2012; Rang et al., 2012). Além disso, 0 uso
prolongado de opioides também pode desencadear o aparecimento da hiperalgesia
tardia, caracterizada pelo aumento ou agravamento do quadro doloroso ja existente.
Os mecanismos pelos quais este fendmeno ocorre ainda ndo estdo totalmente
esclarecidos. Ainda ndo esta esclarecida a real participacdo dos receptores opioides
neste efeito, porém ha indicios da ativacdo de receptores para glutamato do tipo
NMDA nesse fenébmeno (Tompkins e Campbell, 2011).

Os glicocorticoides também sdo amplamente utilizados para o tratamento de
condi¢cdes inflamatorias e dolorosas. Primariamente, esses horménios sé&o
produzidos pelo cértex da glandula adrenal, mais precisamente pela zona

fasciculata, sobre estimulagdo do horménio adrenocorticotrofico (ACTH, do inglés
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adrenocorticotropic hormone) produzido e liberado pela hipofise que, por sua vez, foi
estimulada pelo horménio liberador de corticotrofina (CRH, do inglés corticotropin
releasing hormone) vindo do hipotalamo em condi¢Bes de estresse ou sob demanda
fisiolégica (Ramamoorthy e Cidlowski, 2016). Esses esteroides exercem suas
funcBes através da ligacdo aos receptores de glicocorticoides (GRs, do inglés
glucocorticoid receptors), intracelulares, onde atuam na regulacdo da expressao
génica ou ainda iniciam seus eventos de maneira ndo gendmica, através de
interacOes proteina-proteina com fatores de transcricdo (Smith e Vale, 2006;
Kadmiel e Cidlowski, 2013).

O efeito anti-inflamatério dos glicocorticoides, bastante conhecido, ocorre
pela interferéncia na transcricdo de genes com atividade pré-inflamatdria e também
por inibirem fosfolipases capazes de produzir substancias inflamatorias e
hiperalgésicas. Por isso, os corticoides sintéticos sdo muito utilizados no tratamento
de desordens periféricas com quadros dolorosos, como psoriase, inflamacdes
oculares e artrite reumatoide (Kadmiel e Cidlowski, 2013). Entretanto, apesar de sua
ampla utilizacdo, alguns estudos com modelos animais mostram que, em nivel
central, os efeitos mediados pelos GRs podem contribuir para o comportamento
doloroso. Foi verificado experimentalmente que o aparecimento e 0 aumento da dor
neuropatica em ratos sao concomitantes ao aumento da expressdo de GRs no corno
dorsal da medula espinal, e esta hiperalgesia € atenuada com o tratamento intratecal
de antagonista para GRs (Wang et al., 2004). Além disso, aumento na expressao do
gene para GRs na medula espinal de camundongos apés a ligadura do nervo
espinal e inibicdo da alodinia mecanica e da hiperalgesia térmica em condicéo
neuropatica pelo tratamento com antagonistas para GRs (Takasaki et al., 2005)
também estdo descritos. Ainda, foi verificado aumento na expressdao de RNAmM e
proteinas para GRs em regides da PAG de ratos com dor neuropética (Mor e Keay,
2013). Em humanos, sabe-se que a administracdo continua de corticoides também
pode causar efeitos adversos periféricos como sindromes metabdlicas (e.g. Cushing,
Addison), aumento de massa corporea e doengas cardiovasculares (Kadmiel e
Cidlowski, 2013). Todavia, na clinica, os glicocorticoides sdo administrados via
epidural em pacientes que sofrem de dor espinal cronica, sendo o procedimento
ambulatorial mais comum realizado para o tratamento desta moléstia em todo o

mundo (Collighan e Gupta, 2010; Schilling e Markman, 2016). Esses dados indicam
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um duplo papel dos glicocorticoides, ora no beneficio ora no maleficio de diversas
condigoes.

Além dos efeitos adversos dos medicamentos opioides e corticoides, durante
o processo de dor cronica, as inumeras alteracbes periféricas e centrais
mencionadas anteriormente (que podem ocorrer na expressdo de canais idnicos e
receptores, na regulacdo da liberacdo de neurotransmissores e até mesmo com a
participacdo de outros tipos celulares, como as células da glia), juntamente com as
variaveis individuais (idade, genética, trauma, estresse) e influéncias ambientais,
fazem com que o tratamento da dor cronica seja de dificil controle. Por este motivo,
buscando a melhoria de condicbes patoldgicas envolvidas com o SNC, muitas
pesquisas tem se dedicado ao estudo de terapias alternativas, que podem ser
associadas ou ndo as terapias farmacoldgicas convencionais. Nesse sentido, o
namero de estudos envolvendo terapias ndo farmacolégicas tem sido cada vez

maior.

2.2 Enriquecimento ambiental

Varios estudos em diversas areas da ciéncia tem apontado a capacidade de
animais vertebrados, além dos seres humanos, em apresentar percepcdes
conscientes de tudo 0 que 0s cercam, ou Seja, em possuirem senciéncia. Apesar
desta ideia ja ter sido explorada anteriormente, desde obras seculares
renascentistas e até por Charles Darwin, somente nas Ultimas décadas esse assunto
ganhou forga e importancia internacional (Dawkins, 2006; Duncan, 2006).

O bem-estar animal € um termo amplo que engloba tanto o conforto fisico
guanto mental dos animais (Duncan, 2006). A relacdo existente entre bem-estar
animal e saulde fisica e psicoldgica, inicialmente proposta em 1988 (Hughes e
Duncan, 1988), tem sido comprovada de forma crescente por varios trabalhos
publicados nas ultimas décadas, inclusive com humanos. Uma das maneiras mais
amplamente utilizadas para garantir o bem-estar animal, principalmente dos animais
de laboratério, é o enriguecimento ambiental.

O enriquecimento ambiental (EA), definido como uma combinagéo entre
estimulos inanimados e interacdo social (Rosenzweig et al., 1978), consiste em
manter animais agrupados em determinados ambientes com diferentes objetos que

podem ser utilizados para manipulacdo, exercicio fisico, esconderijo ou nidificacao
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(Sztainberg e Chen, 2010; Toth et al., 2011). A finalidade do EA é melhorar a
qualidade de vida dos animais por fornecer estimulos sensoriais e motores,
aumentar a atividade fisica e as interacdes sociais e preveni-los de comportamentos
indesejaveis ou anormais (Baroncelli et al., 2010; Toth et al., 2011). Esta melhora
acaba por promover diversas alteragcdes no SNC, as quais tém sido constantemente
comprovadas em animais laboratoriais e na clinica. Estas altera¢cdes envolvem, por
exemplo, plasticidade cerebral, diminuicdo da ansiedade, efeitos terapéuticos apos
les&o traumatica no cérebro e melhora no aprendizado e memoéria (Passineau et al.,
2001; Belz, E. E. et al., 2003; Maya-Vetencourt e Origlia, 2012; Patel, 2012; Monaco
et al., 2013).

Um dos estudos pioneiros que demonstrou a influéncia do EA no SNC foi
realizado por Hebb em 1947, onde foi verificado que ratos mantidos como animais
de estimacdo em ambientes com uma diversidade de objetos apresentaram melhoria
na aprendizagem e memdéria em comparacado aqueles mantidos no laboratério (Van
Praag et al., 2000; Wirbel e Garner, 2007). Outros trabalhos tem mostrado que
animais enriquecidos apresentam neuroplasticidade, através do aumento da massa
e volume do cortex, neurogénese no hipocampo e modificagdes na morfologia dos
neurénios (e.g. aumento da arborizacdo dendritica e da densidade sinaptica). Além
disso, alteracdes em nivel celular, como a expressdo aumentada de genes
relacionados com estrutura e excitabilidade neuronal, e transmissao sinaptica, e
também aumento da sintese e secrecdo de neurotrofinas, ja foram observados
(Baroncelli et al., 2010; Simpson e Kelly, 2011).

Outra abordagem para o uso do EA € sua utlizacdo terapéutica na
prevencdo ou atenuacao do estresse e da ansiedade. Apesar dos estudos indicarem
gue o EA pode alterar o nivel hormonal de glicocorticoides dos animais enriquecidos
de diferentes maneiras dependendo da historia individual, existem fortes evidéncias
de que o EA exerce efeitos ansioliticos comportamentais e fisiolégicos contra
agentes estressores psicogénicos e neurogénicos, e prepara o animal para uma
subsequente situacdo de estresse (Fox et al., 2006). Diante de todos os efeitos
benéficos acima mencionados, diferentes protocolos de EA tem sido amplamente
utilizados em modelos experimentais ndo s6 de desordens neuronais humanas
desenvolvidos em roedores, entre eles epilepsia, sindrome de Down, doenca de

Alzheimer e doenca de Parkinson (Nithianantharajah e Hannan, 2006) como também
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em modelos de cancer de colon, melanoma e inflamacao (Cao et al., 2010; Gabriel,
A. F. etal., 2010; Bice et al., 2017) .

A grande plasticidade neuronal que o EA é capaz de promover levou
cientistas a ampliarem os estudos com o intuito de pesquisar outros mecanismos
modulados pelo bem-estar, visando sua utilizacdo terapéutica. Como as vias
nociceptivas e analgésicas estéo intimamente relacionadas e dispersas em diversas
regides do SNC, alguns trabalhos sobre a influéncia do EA comecaram a ser
publicados sobre esse assunto nos ultimos anos. Foram descritos varios beneficios
em decorréncia do EA, tais como: alteracdo da sensibilidade térmica tanto ao frio
quanto ao calor (Rossi e Neubert, 2008), melhoria da resposta inflamatéria aguda e
cronica (Shum et al., 2007), diminuicdo da hiperalgesia induzida por inflamacéo (Tall,
2009) e reducgdo na dor cronica induzida por neuropatia periférica (Vachon et al.,
2013).

No que diz respeito as vias analgésicas, foi descrito que, utilizando-se
animais machos, o EA é capaz de promover o aumento da sensibilidade de
receptores opioides do tipo kappa (Smith et al., 2003) e que a modulagdo dos
receptores mu também acontece mediante o uso de diferentes agonistas (Smith et
al., 2005). Porém, quando fémeas foram tratadas com agonistas opioides, ndo foram
verificadas diferencas na sensibilidade aos agonistas entre fémeas enriquecidas e
nao enriquecidas, o que indica que o género pode influenciar na maneira como o
animal responde ao EA (Smith et al., 2008). Em relagdo aos receptores opioides do
tipo delta, até o momento, ndo existem estudos realizados sobre a influéncia do EA
nesta via analgésica.

Além do tratamento com farmacos opioides para avaliar a interferéncia do
EA nas vias analgésicas, alguns trabalhos ja mostraram que, dependendo do
modelo de EA, os niveis circulantes de corticosterona podem estar aumentados ou
diminuidos em animais enrigquecidos (Belz, Emily E et al., 2003; Fox et al., 2006;
Fairhurst et al., 2011). Isto porque os diversos protocolos de EA podem estimular
diferentemente o eixo HPA (Hipotdlamo — Hipdfise — Adrenal), que é responsavel
pela liberagdo de glicocorticoides na circulacdo. Além desses hormonios, quando
ativado, o eixo HPA também pode promover a liberacdo de [-endorfina do
hipotalamo e da hipdfise (Smith e Vale, 2006) que, por sua vez, pode auxiliar no

controle da dor, quando presente. Entretanto, o mecanismo pelo qual o EA pode
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facilitar a comunicagéo entre o eixo HPA e a via opioidérgica na presenca de dor ndo
esta esclarecido.

Desta maneira, 0 presente projeto teve como objetivo estudar os efeitos do
EA na dor neuropatica de ratos, e avaliar 0S mecanismos responsaveis por esses
efeitos. Os resultados desse projeto podem indicar algumas das relagdes existentes
entre o bem-estar e analgesia, e assim proporcionar novas estratégias para o

tratamento da dor crbénica.
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3 OBJETIVOS

Baseado na auséncia de dados a respeito de como o EA pode interferir no
sistema enddgeno modulador da dor, o objetivo inicial do presente projeto foi:
a) estabelecer um protocolo de EA capaz de melhorar a sensibilidade

dolorosa crbnica dos animais, avaliada através de testes térmicos e mecanicos.

Uma vez estabelecido o protocolo de EA, os objetivos seguintes foram
avaliar os mecanismos responsaveis pela analgesia induzida pelo EA no modelo de
dor neuropética em relagéo a:

a) participacdo de receptores opioides (mu, kappa e delta) e de GRs em
regides relacionadas ao processamento e controle da dor;

b) alteragbes nos niveis séricos de opioides endogenos (B-endorfina,
dinorfina A e met-encefalina) e glicocorticoides (corticosterona);

c) participacao da via descendente serotoninérgica,

d) alteracdo de marcadores que contribuem para o comportamento doloroso;

e) interferéncia na lesdo neuronal induzida pela neuropatia.
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4 ANIMAIS, MATERIAL E METODOS

4.1 Animais

Foram utilizados ratos Wistar machos fornecidos pelo Biotério Central do
Instituto Butantan. Os animais nasceram e mantiveram-se no Biotério Central até
aos 35 dias de vida em condi¢des controladas de temperatura (22 = 2 ° C), umidade
(50% + 10% de HR), ruido e iluminacgéao artificial (ciclo de 12 h / 12 h de escuridao),
com acesso livre a agua e racdo (Nuvilab CR1-Nuvital® Brasil). Apos 35 dias, 0s
animais foram transferidos para o Laboratério Especial de Dor e Sinalizacdo e
mantidos em gaiolas com maravalha autoclavada como forragem, e com agua e
comida ad libitum na sala apropriada, a prova de som, temperatura controlada (22 +
2 ° C) e ciclo luz-escuro (12:12 h). Todos os procedimentos foram aprovados pelo
Comité de Etica em Uso Animal do Instituto Butantan (CEUAIB - protocolo 1050/13)
e do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sdo Paulo (CEUA
58/2013) de acordo com as diretrizes do guia ARRIVE. Os testes comportamentais
foram realizados no periodo entre 7 e 13 h. O peso dos animais foi monitorado
semanalmente a partir da primeira semana de vida. Ap0os o término dos
experimentos, os animais foram eutanasiados com isoflurano 5 % quando houve

coleta de material, ou em camara de CO, ao final dos demais ensaios.

4.2 Enriguecimento ambiental

O enriguecimento comecou no hascimento dos animais e consistiu na adi¢ao
de cilindros de plastico, toucas cirargicas descartaveis ou tubos de papel cartéo,
nesta ordem, na gaiola dos animais. Cada tipo de objeto foi alterado semanalmente.
Apéds 5 semanas de vida, os animais foram colocados em gaiolas maiores (60 x 50 x
22 cm) em relacdo as gaiolas de tamanho padrdo (49 x 34 x 16 cm), com trés tipos
diferentes de objetos ao mesmo tempo, dentre cinco tipos no total, sendo um deles
alterado semanalmente, novamente para manter a novidade. Além das toucas
cirdrgicas descartaveis, foram utilizados objetos diferentes como bolas de pingue
pongue, tubos em acrilico (15 cm comprimento x 7 cm diametro x 0,3 cm de
espessura), cabana em acrilico (15 cm comprimento x 8 cm de altura x 15 cm de

largura) e abrigo retangular (9 cm largura x 9 cm altura x 15 cm comprimento)
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(Acrilim Acrilicos, Sao Paulo, Brasil). Os animais ndo enriquecidos (NE) foram
manipulados como o grupo enriquecido desde o nascimento, porém sem a inser¢ao
dos objetos em suas caixas e foram alocados em gaiolas de tamanho padrdo apos
cinco semanas de vida. Os ensaios comportamentais foram realizados apds a
sétima semana de vida dos animais (~ 250 g) e o enriguecimento foi mantido até o
final dos testes. Em todos os grupos, os animais foram distribuidos em nimero de 5
animais por gaiola apds o desmame, e apenas um par de irmaos foi permitido por
gaiola para evitar interferéncias genéticas. A troca dos objetos aconteceram sempre
as segundas-feiras e 0s experimentos comportamentais realizados as quartas e

quintas-feiras.

llustragdo 1: Esquema do modelo de EA. * os animais séo alojados em gaiolas maiores.

| | | | | | | | I I Semanas de vida

Inducédo neuropatia TT T T Teste

Tlnicio EA comportamentais
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llustragdo 2: Esquema fotografico de como foi feito o EA dos animais

Fonte: Arquivo pessoal

4.3 Testes para avaliacdo da sensibilidade dolorosa

A avaliagdo da influéncia do EA na sensibilidade dolorosa foi avaliada
inicialmente frente a diferentes estimulos nociceptivos (térmico ou mecéanico), em
condicbes normais ou na presenca de dor neuropética. Para tanto, os seguintes

ensaios foram realizados:
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4.3.1 Modelo de pressao da pata de ratos

Neste teste, uma forca em gramas (g), de magnitude crescente (16 g/s), é
continuamente aplicada sobre o dorso das patas posteriores do rato e interrompida
guando o animal apresenta a reacdo de retirada da pata. Neste modelo, o limiar de
dor é representado como a forca (g) necessaria para a inducéo da reacdo. Este teste
foi aplicado antes (medida inicial) e diversos tempos apos a inducdo de neuropatia.
Os resultados foram analisados por meio da comparacdo das médias das medidas
iniciais e finais ou, quando determinado, através da comparacéo das médias obtidas

nos diferentes grupos experimentais.

llustracdo 3: Teste de pressao de patas.

Fonte: Arquivo pessoal.

4.3.2 Teste para avaliar alodinia tatil usando os filamentos de von Frey

Neste teste, os ratos foram colocados individualmente em gaiolas plasticas,
com fundo de arame, para permitir acesso as patas destes animais. Os ratos foram
habituados na sala do teste durante os dias que antecederam o0s experimentos. No
dia do ensaio, os animais foram colocados na gaiola, 10 min antes do inicio de cada
medida. Para este ensaio de alodinia, foi empregada uma série logaritmica de 10
filamentos de von Frey (Aesthesiometer Semmer-Weinstein, Stoelting Co., E.U.A). A
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calibracdo dos filamentos é definida como log;o (gramas x 10%), tendo os seguintes
valores (o valor em gramas esta entre parénteses): 3,61 (0,407 g); 3,84 (0,692 Q);
4,08 (1,202 g); 4,17 (1,479 g); 4,31 (2,041 g); 4,56 (3,630 g); 4,74 (5,495 Q); 4,93
(8,511 g); 5,07 (11,749 g) e 5,18 (15,136 g). Cabe ressaltar que os filamentos com
peso superior a 15,136 g nédo foram empregados nos estudos de alodinia. Os
filamentos foram aplicados, um a um, perpendicularmente, sob a &rea plantar das
patas ipsi posteriores e mantidos por um periodo de 8 segundos. Os ensaios foram
iniciados com o filamento de 2,041 g. Na ocorréncia da retirada da pata a este
filamento, o que indica a ocorréncia de alodinia, para a proxima estimulacéo foi
utilizado o filamento de 0,407 g. Na auséncia de resposta com o filamento de 0,407
g, o filamento seguinte (0,692 g) foi aplicado. Por outro lado, na presenca de
resposta, 0 mesmo filamento de 0,407 g foi aplicado novamente, 30-60 seg depois.
O filamento capaz de elicitar a retirada da pata, duas vezes consecutivas, foi
considerado como a forca em gramas necessaria para elicitar a resposta (100 % de
resposta). Na auséncia de resposta ao filamento inicial (2,041 g), a apresentacao
dos filamentos foi realizada de forma ascendente, até a observacdo de duas
respostas consecutivas para um mesmo filamento. Na auséncia de resposta ao
maior estimulo (15,135 g), este filamento foi considerado como valor de corte. Esta
forma de apresentacao dos filamentos minimiza o risco de habituacdo do animal a
resposta (Milligan et al., 2000). As medidas foram realizadas antes (inicial) e em 7,

14, 21 e 28 dias apds o procedimento cirdrgico.
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llustracéo 4: Teste de alodinia mecénica (esquerda) usando filamentos de von Frey (direita).

Fonte: Arquivo pessoal.

4.3.3 Teste de Hargreaves para avaliar hiperalgesia térmica

Neste teste, os ratos foram colocados no aparato (Plantar test — Hargreaves
Apparatus, Ugo Basile IT) individualmente, em gaiolas plasticas com fundo falso,
para aclimatacdo durante 10 min. Este aparato consiste em uma superficie plana
transparente de modo que permite a passagem de luz através dela. Uma fonte de
luz foi entdo aplicada a pata traseira ipsilateral por baixo do aparato, e o tempo até o
animal retirar a pata da fonte de luz (laténcia) foi avaliado. Foi utilizado tempo de 30
seg de exposicao como tempo de corte para limitar danos térmicos a regido de pata,
com intensidade de fonte de luz ajustada em estudos preliminares para causar uma
resposta de laténcia de 15 seg, em média, em ratos naive. As medidas foram
realizadas antes (inicial) e em 7 e 14 dias apés a CCIl. Em cada periodo, foram
realizadas 2 medidas em cada animal com intervalo de 10 min entre elas, sendo a

média dessas 2 medidas o valor final avaliado (Hargreaves et al., 1988).
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llustracao 5: Teste de hiperalgesia térmica usando método de Hargreaves.

Fonte: www.ugobasile.com.

4.4 Inducéo de dor crbnica

Para verificar possiveis diferencas na resposta analgésica a dor neuropatica,
0s animais enriquecidos ou nao foram submetidos a constricdo crénica do nervo
isquidtico (Bennett e Xie, 1988). Apds anestesia por inalacdo de isoflurano 3 %, o
nervo isquiatico direito dos animais foi exposto na regido medial da coxa. O nervo
desprendido do tecido recebeu quatro ligaduras ao seu redor, utilizando-se linha
reabsorvivel (catgut cromada 4-0), amarradas frouxamente com cerca de 1 mm de
espacamento, e a incisdo foi fechada. Os animais controle (grupo Sham) também
receberam a cirurgia, mas o nervo foi manipulado sem amarraduras e em seguida
foram suturados. O limiar nociceptivo dos animais foi verificado antes (medida
inicial), e em determinados periodos ap0s a cirurgia. Para minimizar a dor aguda em
todos os animais decorrente do procedimento cirdrgico (grupo Sham ou CCI), foi
administrada dipirona (dipirona moniidratada, EMS, Brasil) (80 mg/kg, i.p., diluida em
salina g.s.p. 500 pL) de 12 em 12 h por um periodo de 3 dias, sendo a primeira dose
aplicada imediatamente antes da cirurgia. Dados do nosso grupo ja mostraram que

este tratamento nao interfere com a instalacao da neuropatia (Kimura et al., 2017).
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llustracdo 6: Regido do nervo isquiatico onde é feita a CCl (esquerda) e foto mostrando o nervo ja

com as quatro ligaduras (direita).
S P
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Fonte: medscape.com (esquerda) e arquivo pessoal (direita).
4.5 Teste de incapacitancia motora

A incapacitancia motora dos animais submetidos a CCI, em relacdo ao grupo
naive, foi avaliada utilizando-se o teste de dinamica de peso (DWB, do inglés
dynamic weight bearing test), apés 14 dias da cirurgia. Neste teste, os animais sao
colocados em uma camara fechada lateralmente com acrilico transparente, que
permite sua filmagem por 5 min, onde o animal é capaz de se mover livremente. O
piso € composto por um tapete sensorial que contém transdutores de pressédo. O
sistema usa um software que grava, em gramas, 0 peso médio que cada membro
exerce no chado, sem interferéncia do analisador (equipamento DWB, Bioseb,
France). Um observador valida os resultados através da filmagem, indicando para o
programa o0 que é cada um dos pesos capturados pelos sensores (pata dianteira
direita, pata traseira direita, e assim por diante, e outras regibes como a cauda e 0s
testiculos). O software DWB determina os parametros de peso automaticamente e
fornece dados sobre o peso (em gramas) ou a area (em mm?) da pata, que tocam o
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chdo. Os testiculos e a cauda foram excluidos da andlise. Os resultados foram
expressos como a relacdo de peso entre as patas ipsilateral posterior (direita) e da

pata contralateral (esquerda).

llustracdo 7: Teste de dindmica do peso.

Fonte: www.bioseb.com

4.6 Avaliagédo da influéncia do EA na ansiedade dos animais

Uma vez que esta descrito na literatura que o EA diminui a ansiedade de
animais (Benaroya-Milshtein et al., 2004; Pena et al., 2006), este parametro
comportamental foi avaliado nos animais na presenca e auséncia de estimulo
nocivo. Para tanto, um aparato de madeira em formato de cruz, com dois dos bracos
abertos (50 x 10 cm) e dois bracos fechados sem teto (50 x 10 x 40 cm), onde cada
tipo se opBe ao outro, ficou elevado 50 cm do chdo. Um animal por vez foi colocado
neste aparato e, no decorrer de 5 min, o animal foi filmado por uma cémera
posicionada acima do aparato, de modo que o deslocamento do animal fosse
captado por completo em sala com intensidade luminosa reduzida. Através da
analise das filmagens, foram registradas quantas vezes o animal entrou na parte

aberta e na parte fechada do anteparo, e quanto tempo o animal ficou em cada uma
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delas (Pellow et al., 1985). Os resultados foram analisados através de comparacao

das médias obtidas nos diferentes grupos experimentais.

llustracao 8: Labirinto em cruz elevado.

50 cm ‘ ‘ 50 cm

40 cm

50 cm

Fonte: en.wikipedia.org

4.7 Tratamentos farmacoldgicos

A fim de se verificar a participacdo dos sistemas opioide e dos
glicocorticoides no beneficio do EA, os animais foram tratados com naloxona
(antagonista nao-seletivo de receptores opioides, 1 mg/kg, s.c., diluida em salina -
100 pL/animal, Henrifarma, BR), mifepristona (antagonista de GRs, 50 mg/kg, i.p.
diluida em DMSO - 100 pL/animal, Sigma Aldrich, USA), ou com seus respectivos
veiculos (salina ou DMSO). Os tratamentos foram realizados 1 h antes da medida

final.

4.8 Quantificag@o dos niveis circulantes de opioides e glicocorticoides enddégenos

Para avaliar diferencas na liberagéo sistémica de opioides e glicocorticoides,
0s animais provenientes do modelo experimental selecionado foram anestesiados
com isofluorano 5 % e o0 sangue coletado por puncéo cardiaca. O sangue obtido foi

centrifugado a 2500 g por 15 min a 4 °C para obtenc¢éo do soro, o qual foi utilizado
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para a dosagem de [-endorfina, dinorfina A e met-encefalina (Pensinsula
Laboratories International, Inc, EUA) ou corticosterona (Enzo Life Sciences, EUA)
através de kit imunoenzimatico comercial, segundo instru¢des do fabricante. Para a
dosagem dos opioides, os peptideos presentes no soro foram previamente extraidos
em colunas SepPak C18, de acordo com as instru¢des do kit. O limite de deteccéo
da curva foi de 0,01 ng/mL para B-endorfina, 0,001 ng/mL para dinorfina A, 0,49

ng/mL para met-encefalina e 32 pg/mL para corticosterona.

4.9 Marcacao de serotonina por imunohistoquimica

Para a realizacdo deste experimento, um novo grupo experimental foi
utilizado. Apés 14 dias da cirurgia, os animais foram anestesiados com quetamina e
xilazina (80 mg/kg e 10 mg/kg, respectivamente, i.p.) e foram perfundidos com
paraformaldeido (PFA) 4 %. Foram removidos, a partir destes animais, o encéfalo e
a medula espinal. Os tecidos foram pés-fixados na mesma solucéo de PFA por 6 h.
Apos o periodo de pos-fixacdo, os tecidos foram mantidos em solucédo de sacarose
30 % contendo 0.008 % de azida por no minimo 48 h em geladeira (2 — 8 °C).
Posteriormente, cortes relativos a regido do RVM e da medula espinal
correspondente a regido L4-L6 foram realizados (30 pm) em micrétomo e coletados
em solucdo anti-freezing (500 mL de PB 0,05 M, 150 g sacarose, 300 mL
etilenoglicol) e estocados a -20 °C até o momento do uso. O material foi incubado
free-floating por 4 dias com anticorpo especifico para serotonina (Protos Biotech
Corp, EUA) em PB (1:1000) contendo 0,3 % de Triton X-100 e 5 % de soro normal
de cabra. ApOs este periodo, os cortes foram lavados 3 vezes em PB, incubados
com o anticorpo secundario (1:200 em PB contendo 0,3 % de Triton X-100) por 2 h,
lavados novamente como mencionado acima e incubados com o complexo avidina-
biotina-peroxidase (ABC Elite, Vector). Apés a lavagem, os tecidos foram colocados
pra reagir em solucédo de diaminobenzidina (DAB, 0,05 %) e peroxido de hidrogénio
(0,01 %) em PB e, para intensificacdo da reacao, foi feita impregnacao por tetroxido
de 6smio 0,05 % em agua. Apos esse procedimento, os cortes foram montados em
laminas gelatinizadas, que passaram pelos processos de desidratacéo, limpeza e
cobertura com laminula. A andlise de quantificacdo da reacao foi realizada utilizando

o software ImageJ.
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4.10 Western Blotting

Apés os testes comportamentais, os animais foram anestesiados em
isoflurano (5 %), eutanasiados e tiveram a PAG, o segmento ispilateral lombar da
medula espinal, os ganglios da raiz dorsal (DRG, do inglés dorsal root ganglia) (pool
respectivo aos seguimentos L4-L6) e o nervo isquiatico removidos, todos ipsilaterais
a lesdo ou falsa cirurgia. As amostras foram homogeneizadas em tampao (volumes
de 50 pL para PAG, DRGs e nervo, e 150 pL para medula) contendo Hepes-NaOH
(1 M, PH 7,9), NaCl (0,9 %), EGTA (100 mM), DTPA (10 mM), Triton-X 100 (1 %) e
inibidor de protease e fosfatase (1:300). As amostras foram centrifugadas a 15.000
g, por 10 min, a 4 °C. Depois da centrifugacdo, a concentracdo de proteina foi
determinada no sobrenadante pelo método de Bradford (Bradford, 1976). Aliquotas
contendo quantidades de proteina padronizadas para cada anticorpo nos
respectivos tecidos foram fervidas em tampdo Laemmli e posteriormente,
submetidos a eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE 8, 10 ou 12 %,
dependendo de cada proteina a ser detectada), em aparelho para minigel (Mini-
Protean, Biorad, Brasil). Apdés a separacdo por eletroforese, as proteinas foram
transferidas para uma membrana de nitrocelulose (BioRad). A membrana foi
bloqgueada em TBST (20 mM Tris-HCL, 150 mM NacCl, e 0,1 % Tween 20) contendo
5 % de BSA por 1 h, depois lavadas em TBST, seguido pela incubacdo com
anticorpos anti-mu (1:1000, Ab177898), anti-kappa (1:500, Ab 183825), anti-delta
(1:1000, Ab176324), anti-GR (1:1000, Ab109022), anti-CD11b (1:500, Ab133357,
bloqueio em TBST contendo 5 % de leite desnatado), anti-phosphoJNK, anti-
phosphop38, anti-phosphoERK (1:1000, Cell Signaling), anti-lbal (1:1000,
Ab178847 bloqueio em TBST contendo 5 % de leite desnatado), anti-iNOS
(Ab49999), (1:1000, Abcam, EUA), anti-liver Arginase (Ab91279, 1 ug/mL, Abcam,
EUA), Anti-ATF3 (1:500, SC-188, Santa Cruz Biotechnology, EUA), overnight, a 4
°C. Posteriormente, a membrana foi lavada trés vezes com TBST e entdo incubada
por 2 h com anti-lgG do animal produtor do respectivo anticorpo priméario conjugado
a peroxidase (1:5000, Abcam, EUA). As bandas foram visualizadas utilizando
solucdo ECL (Pierce) em fotodocumentador com sistema de captura digital de
imagem (UVITEC Cambridge). A densidade Optica das bandas foi determinada pelo

programa UVITEC Cambridge. A quantidade de proteina de membrana foi
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normalizada pela incubagdo da membrana com anticorpo para GAPDH (1:5000,
Ab8245, Abcam, EUA) ou beta-actina (1:5000, Sigma Aldrich, EUA).

4.11 Andlise histolégica do nervo isquiatico

Para a realizagdo deste experimento, um novo grupo experimental foi
utilizado. Apds eutanasia em isoflurano 5%, o nervo isquiatico ispilateral dos animais
apos 14 dias da cirurgia foi exposto e pré-fixado in situ por 20 min com a solucéo de
Karnovsky (aldeido glutarico 2,5 %, paraformaldeido 2 %, em tampd&o cacodilato de
sédio 0,1M, pH 7,2). ApGs esse periodo, o nervo foi cuidadosamente removido e
secbes de 1-2 mm de espessura foram cortadas, com o auxilio de laminas, nas
regides proximas, mediais a CCl, e distais, em relacdo ao DRG, e colocadas em
tubos contendo a solugéo de Karnovsky, e permaneceram em agitagdo suave por 3
dias & 4 °C. Ap0s este periodo, os tecidos foram lavados 3 vezes (15 min cada) em
agitador orbital com tampéo cacodilato de sédio 0,1 M e, ao final das lavagens,
foram incubados com solucédo de tetroxido de 6smio 1 % em cacodilato de sédio 0,1
M. Apo6s 1 h, foram lavados novamente (3 vezes de 15 min cada) e foi iniciada a
bateria de desidratagdo: 2 incubagBes em alcool etilico 70 % (10 min cada), 2
incubacdes em alcool etilico 95 % (15 min cada) e 3 incubacdes em alcool etilico
absoluto (20 min cada). Apds essa etapa, os tecidos foram incubados com éxido de
propileno + alcool etilico absoluto (1:1) por 15 min, depois com 6xido de propileno
por 15 min (duas vezes), e por Ultimo com éxido de propileno + resina para inclusdo
em microscopia eletrbnica de transmissdo (EMbed-812, EMS, EUA) overnight a
temperatura ambiente. ApGs esse periodo, os tecidos foram incubados em resina
pura overnight a temperatura ambiente. Todas as etapas foram feitas em agitacao
suave. Apés essa incubacao, o material foi passado para formas contendo a resina
pura, onde foram posicionados para cortes transversais, € permaneceram em estufa
a 60 °C por 3 dias. ApOs esse periodo, o material foi cortado em ultramicrétomo
(0,75 um) e corado com azul de toluidina e fucsina, e posteriormente montado com
laminula para analise em microscopia de luz. Os cortes histologicos foram
fotografados em microscépio Zeiss Axioskop 2 plus, em aumento de 20 ou 100 X,

equipado com camera digital (Axiocam) e com o software Axiovision (Zeiss).
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4.12 Andlise estatistica

Os resultados obtidos foram submetidos a analise de variancia One Way
ANOVA ou teste T-Student, no caso de uma variavel e de analise aos pares, ou Two
Way ANOVA simples ou para medidas repetidas, para duas variaveis, seguidos do
teste de Tukey ou Sidak. As andlises foram feitas utilizando-se o programa
GraphPad Prism 6. Foram considerados valores estatisticamente significativos com

no minimo p< 0,05.
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5 RESULTADOS

A etapa inicial do projeto consistiu basicamente na padronizacdo dos
modelos a serem utilizados. Apoés ter sido estipulada a espécie rato e o teste de
pressédo de patas como modelo de verificacdo de hiperalgesia, foram testados dois
modelos de EA, sendo um mais simplista que o outro. Apesar de 0s animais
enriquecidos apresentarem a ansiedade diminuida com os dois modelos testados, foi
observado que o EA mais simplista falhou em promover analgesia frente a inducéo
de dor aguda ou cronica. Por outro lado, 0 modelo de EA mais elaborado, mesmo
sem contar com rodas de atividade fisica, reduziu a dor aguda e aboliu
completamente o comportamento neuropatico dos animais. Esta primeira etapa
gerou o primeiro manuscrito deste trabalho (ANEXO A). Os préximos passos do
projeto foram investigar os efeitos do modelo de EA mais elaborado nos ratos na

presenca de dor neuropatica e 0s mecanismos responsaveis por esse efeito.

5.1 O EA néo altera o peso corporeo e encefalico dos animais enriquecidos

A fim de avaliar se o EA desde o nascimento interfere com o ganho de peso,
este parametro foi avaliado nos animais com e sem EA. Foi observado que os quatro
grupos avaliados ganharam peso de maneira similar a partir do nascimento e até 49
dias de vida, onde foi realizada a cirurgia (Fig. 1A). Nos 14 dias decorrentes, uma
pequena alteracdo de peso foi observada entre 0s grupos enriquecidos e nao
enriquecidos. Quando os grupos pés-cirurgia foram avaliados separadamente, foi
verificada que a diferenca de peso estava presente entre 0os grupos Sham EA, no
qgual os animais estavam mais pesados do que os do grupo CCI NE (Fig. 1B), nédo
tendo relacdo com a condicdo de enriquecimento. Ainda, apds os experimentos e
eutanasia dos animais, 0s cérebros foram pesados. Entretanto, ndo foram
verificadas alteracdes de peso entre os cérebros dos animais aqui estudados (Fig.
1C).
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Figura 1. Ganho de peso dos animais com e sem EA. Os animais dos grupos experimentais foram
pesados a cada semana a partir do nascimento (A). Pesagem dos animais em 7 e 14 dias apés
cirurgia para inducdo de dor crénica (CCI) ou falsa cirurgia (SHAM) (B). Relag&o entre o peso do
cérebro dos animais em relagdo ao peso corpdreo 14 dias apos a cirurgia (C). Os resultados
representam a média do grupo + e.p.m. (n= 15), *p< 0,05 em relacdo ao dia 0, utilizando ANOVA,
seguido do teste de Tukey.
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5.2 O EA abole a hiperalgesia mecénica e alodinia téatil induzidas pela CCI

Em relacdo a hiperalgesia mecanica, foi observado que ndo houve diferenca
nos limiares iniciais entre todos os grupos estudados (Fig. 2A). No 7° dia apés a
cirurgia, os animais com EA submetidos & CCI e os animais ndo enriquecidos com
CCl apresentaram hiperalgesia, porém no primeiro grupo a queda do limiar
nociceptivo em relacdo a medida basal foi menor (20 %) que a queda observada no
segundo grupo (por volta de 43 %). Ja no 14° dia, o limiar do grupo enriquecido com
CCl retornou ao nivel basal, enquanto que os animais do grupo ndo enriquecido com
CCI apresentavam hiperalgesia (Fig. 2A). No que diz respeito a alodinia tatil, foi
verificado novamente que o0s animais com e sem EA ndo apresentaram diferencas
na medida basal (Fig. 2B). Porém, a partir de 7 dias da cirurgia, somente 0s animais
nado enriquecidos com CCI apresentaram queda no limiar nociceptivo, em relacdo a
medida inicial, enquanto que os enriquecidos com CCI ndo apresentaram qualquer
sinal de alodinia, que perdurou por até 28 dias apés a cirurgia (Fig. 2B). Nao foram
observadas diferencas nos limiares dos grupos falso operados (SHAM) com e sem

EA tanto no decorrer do tempo quanto entre os grupos (Fig. 2A, B).
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Figura 2: Efeito do EA sobre a hiperalgesia mecénica e alodinia tatil induzidas pela CCIl. Os animais
enriquecidos (EA) e ndo enriquecidos (NE) tiveram seu limiar basal mensurado (dia 0), depois foram
submetidos ao procedimento cirdrgico (falso-operados SHAM e operados CCI), e ap6s 7, 14 (A), 21 e
28 dias (B) foram realizadas novas medidas utilizando o teste de presséo de patas (A) e os filamentos
de von Frey (B). Os resultados representam a média do grupo = e.p.m. (A: n= 10 -13; B: n= 6-8). *p<
0,05 em relacdo a medida inicial; # p< 0,05 em relacdo ao respectivo controle SHAM; $ p<0,05 em
relacdo ao grupo NE. ANOVA de duas vias de medidas repetidas, seguido pelo teste de Tukey.
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5.3 O EA abole a hiperalgesia térmica induzida pela CCI

Novamente, ndo foram verificadas diferencas na sensibilidade térmica basal
entre os animais dos grupos avaliados (Fig. 3A). Por outro lado, foi comprovado o
efeito analgésico do EA na sensibilidade térmica nos animais tanto em 7 dias apés a
CCI, onde o limiar dos animais enriquecidos com CCI estava semelhante ao do
grupo enriquecido naive (Fig. 3B), quanto na vigéncia de dor neuropatica (14 dias
apos a CCI) (Fig. 3C). Em relacéo aos animais ndo enriquecidos, o grupo com CCI
mostrou queda no limiar nociceptivo térmico tanto com 7 quanto com 14 dias apos a
CCI (Fig. 3B e 3C).
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Figura 3: Efeito do EA sobre a hiperalgesia térmica induzida em ratos e verificada utilizando o modelo
descrito por Hargreaves e colaboradores. Neste modelo, os animais enriquecidos (EA) e néo
enriquecidos (NE) tiveram seu limiar basal mensurado (inicial) (A), depois foram submetidos ao
procedimento cirdrgico de constricdo cronica do nervo isquiatico (CCl), e ap6s 7 (B) e 14 (C) dias
foram realizadas novas medidas. Os resultados representam a média do grupo + e.p.m. (n= 5-8).
ANOVA de duas vias, seguido pelo teste de Tukey.

5.4 O EA melhora a incapacidade motora induzida pela CCI
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Comprovado o efeito analgésico do EA, avaliamos se este efeito poderia
modular também a incapacidade motora decorrente da neuropatia induzida pela CCI
no nervo isquiatico direito (lado ipsilateral) dos animais. Para isso, no décimo quarto
dia ap6s a cirurgia, os animais passaram pelo teste DWB. Foi verificado que a
analgesia induzida pelo EA acarreta melhora na incapacidade motora dos animais
enriquecidos com CCI em relagdo ao grupo n&o enriquecido, uma vez que 0S
animais enriquecidos colocaram menos peso na pata esquerda (contralateral) em
relacdo a direita (ipsilateral) (Fig. 4A) e pouparam menos a pata ipsilateral em

relacéo a contralateral (Fig. 4B) em relacdo aos animais sem enriquecimento.
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Figura 4: Efeito do EA na incapacidade motora de animais com dor neuropdtica. Os animais
enriquecidos (EA) e ndo enriquecidos (NE) foram submetidos ao teste do DWB apés 14 dias da CCl,
onde foi verificada a relagdo do peso corporal apoiado na pata contralateral/ipsilateral (A) e
ipsilateral/contralateral (B). Como controle, foram utilizados animais com e sem EA sem qualquer
manipulagdo (Naive). Os resultados representam a média do grupo * e.p.m. (n= 6-8). *p< 0,05, **p<
0,01, ***p< 0,001 em relac&o ao respectivo grupo Naive. ANOVA de duas vias, seguido pelo teste de
Sidak.
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5.5 O EA néo interfere com a ansiedade dos animais 14 dias apés a CCI

Nosso proximo passo foi avaliar o papel do EA na ansiedade dos animais
com dor cronica, 14 dias apds a CCI, uma vez que esta descrito na literatura que a
dor neuropética aumenta a ansiedade em ratos (Roeska et al., 2008) e o protocolo
utilizado de EA neste projeto reduz a ansiedade dos ratos em condi¢cdes normais
(Kimura et al., 2017). Foi observado que os animais falso-operados (grupo sham)
enriquecidos apresentavam ansiedade diminuida em relacdo ao grupo sham néo
enriquecido, visto que os animais do grupo sham com EA entraram mais vezes nos
bracos abertos do aparato (Fig. 5A) e permaneceram mais tempo sobre eles (Fig.
5B) do que os animais sham né&o enriquecidos. Porém, a indu¢édo da dor neuropatica
nao alterou a ansiedade tanto dos animais com EA quanto dos animais sem EA (Fig.

5A, B) em 14 dias ap0s a cirurgia.
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Figura 5: Efeito do EA sobre a ansiedade de animais com e sem CCI avaliado pelo teste do labirinto
em cruz elevado. A analise do nimero de entradas nos bracos aberto ou fechado (A) e o tempo de
permanéncia nos mesmos (B) demonstram menor ansiedade nos animais enriquecidos falso-
operados (EA SHAM) em comparacdo aos ndo enriquecidos falso-operados (NE SHAM) apos 14 dias
do procedimento cirdrgico. Ndo foram verificadas diferencas significativas entre os grupos
enriquecidos operados (EA CCI) e ndo enriquecidos operados (NE CCI). Os resultados representam a
média do grupo + e.p.m. (n=5-7). ANOVA de uma via seguido do teste de Tukey. *p< 0,05.
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5.6 Avaliacéo da participacao da via opioidérgica e dos glicocorticoides na analgesia
induzida pelo EA

Para avaliar a participacdo da via opioidérgica e dos glicocorticoides na
analgesia induzida pelo EA, foram utlizados os tratamentos com naloxona, um
antagonista néo seletivo de receptores opioides, ou mifepristona, antagonista néo
seletivo de receptores para glicocorticoides, no décimo quarto dia apds a cirurgia em
grupos diferentes. Uma hora apdés os tratamentos, a medida pdés-tratamento foi
realizada. Estes ensaios foram executados através do teste de pressédo de pata.

Foi observada diferenca significativa no limiar nociceptivo entre 0s grupos
com e sem EA antes dos tratamentos (Fig. 6A, B), corroborando com os resultados
ja mostrados. Quando os animais foram tratados com naloxona, foi verificada queda
significativa no limiar nociceptivo dos animais enriquecidos (Fig. 6A). A naloxona ou
a salina, administradas nessas condi¢cdes, ndo causaram efeito nos animais nao
enriquecidos (Fig. 6A). Entretanto, o tratamento com mifepristona fez efeito apenas
nos animais ndo enriquecidos, onde o limiar nociceptivo dos mesmos voltou ao basal
apos o tratamento, ndo sendo significativamente diferente do seu limiar inicial, mas
sendo estatisticamente diferente do grupo controle tratado com DMSO (Fig. 6B). N&o
foi observado efeito algum nos animais enriquecidos tratados com mifepristona ou
DMSO nessas condicdes (Fig. 6B).
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Figura 6: Efeito do tratamento com naloxona ou mifepristona sobre a hiperalgesia mecéanica induzida
pela CCl em ratos e verificada utilizando o teste de pressdo de patas. Neste modelo, os animais
enriquecidos e ndo enriquecidos tiveram seu limiar mensurado apés 14 dias da CCl, sendo realizadas
medidas antes do tratamento e apds os tratamentos farmacol6gicos (1 h) com naloxona (1 mg/kg,
s.c.) ou salina (controle) (A), ou com mifepristona (MIF - 50 mg/kg, i.p.) ou DMSO (controle) (B). A
linha tracejada representa o limiar nociceptivo basal dos grupos. Os resultados representam a média
do grupo + e.p.m. (n=5-6). *p< 0,05 em relacdo a medida antes do tratamento; & p< 0,05 em relacédo
ao grupo NE. ANOVA de duas vias de medidas repetidas, seguido pelo teste de Tukey.
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5.7 O EA néo interfere com a expresséao proteica de receptores opioides e de
glicocorticoides na PAG, medula espinal e DRG apés a CCl

A expressao proteica dos receptores mu (MOR), kappa (KOR) e delta (DOR)
opioides, e também a expressdo dos receptores de glicocorticoides (GR) na PAG,
medula espinal (ipsilateral) e DRG (ipsilateral) foi avaliada entre os animais com e
sem EA, apos 14 dias da CCl, ou falsa-cirurgia (SHAM), por Western Blotting. Como
controle, foram utilizados tecidos provenientes de animais com e sem EA falso-
operados (Sham). Nao foram observadas diferencas na expressdo dos trés
receptores opioides avaliados tanto na PAG (Fig. 7A, B e C), quanto na medula
espinal (Fig. 8A, B e C) e no DRG (Fig. 9A, B e C) entre os grupos avaliados.
Também n&o houve alteracdo na expressdo de receptores para glicocorticoides

nessas regides (Figuras 7D, 8D e 9 D).
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Figura 7: Avaliacdo da expressao proteica de receptores opioides na PAG. Os animais enriquecidos
(EA) e nado enriguecidos (NE) falso-operados (sham) e operados (CCl) (n= 7-8) foram eutanasiados, e
a PAG foi coletada e processada para andlise da expresséo total de receptores opioides mu (MOR)
(A), kappa (KOR) (B) e delta (DOR) (C), e receptores de glicocorticoides (D) por Western Blotting. Os
resultados representam a média do grupo = e.p.m. (n= 7-8). Os resultados foram normalizados pela
expressdo da proteina GAPDH e comparados em relagdo ao grupo sham NE. ANOVA de duas vias,

seguido pelo teste de Tukey.
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Figura 8: Avaliacdo da expressdo proteica de receptores opioides na medula espinal. Os animais
enriquecidos (EA) e nao enriquecidos (NE) falso-operados (sham) e operados (CCI) (n= 7-8) foram
eutanasiados, e a medula espinal (ipsilateral) foi coletada e processada para analise da expressao
total de receptores opioides mu (MOR) (A), kappa (KOR) (B) e delta (DOR) (C), e receptores de
glicocorticoides (D) por Western Blotting. Os resultados representam a média do grupo + e.p.m. (n= 7-
8). Os resultados foram normalizados pela expresséo da proteina GAPDH e comparados em relagéo
ao grupo sham NE. ANOVA de duas vias, seguido pelo teste de Tukey.
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Figura 9: Avaliacdo da expresséo proteica de receptores opioides no DRG. Os animais enriquecidos
(EA) e nao enriquecidos (NE) falso-operados (sham) e operados (CCl) (n= 7-8) foram eutanasiados, e
0 DRG (ipsilateral) foi coletado e processado para analise da expresséo total de receptores opioides
mu (MOR) (A), kappa (KOR) (B) e delta (DOR) (C) e receptores de glicocorticoides (D) por Western
Blotting. Os resultados representam a média do grupo + e.p.m. (n= 7-8). Os resultados foram
normalizados pela expressédo da proteina GAPDH e comparados em relagdo ao grupo sham NE.
ANOVA de duas vias, seguido pelo teste de Tukey.
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5.8 O EA induz aumento nos niveis circulantes de opioides enddgenos apés a CCl e
ativa o eixo HPA independentemente da neuropatia

Através da quantificacdo de opioides enddgenos circulantes nos animais 14
dias apdés a CCI, foi verificado que os niveis circulantes de B-endorfina estavam
significativamente aumentados nos grupos dos animais enriquecidos com CCI, em
relacdo aos animais ndo enriquecidos com CCI (Fig. 10A). No que diz respeito a
met-encefalina, foi verificado aumento dos seus niveis nos animais enriquecidos com
CCI tanto em relagcdo ao grupo NE com CCI quanto ao grupo naive com EA (Fig.
10B). N&o foram observadas diferengas significativas nos niveis de dinorfina A nos
grupos estudados (Fig. 10C). Ja em relacdo ao nivel sérico de corticosterona, foi
observado que este glicocorticoide estava significativamente aumentado nos grupos
dos animais enriguecidos, tanto naive quanto CCl de maneira similar, em relacdo ao
nivel encontrado no soro dos animais nao enriquecidos (naive e CCI). Entre os
animais NE, também n&o foram observadas diferencas nos niveis entre os grupos
naive e CCI (Fig. 10D).
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Figura 10: Quantificacdo de opioides enddgenos e corticosterona presentes no soro de ratos. Os
animais enriquecidos (EA) e ndo enriquecidos (NE) sem qualquer manipulacdo (naive) e operados
(CClI) foram anestesiados para obtengdo do sangue e depois eutanasiados. Do sangue foi obtido o
soro utilizado no ensaio imunoenzimatico (ELISA) para dosagem de B-endorfina (A), met-encefalina
(B), dinorfina A (C) e corticosterona (D) de acordo com instru¢cdes do fabricante. Os resultados
representam a média do grupo £ e.p.m. (n= 4-6). *p< 0,05 utilizando ANOVA, seguido do teste de
Tukey.
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5.9 O EA néo altera a via serotoninérgica descendente a partir do bulbo, mas reduz
0s niveis de serotonina liberada na medula espinal ap6s a CCI

Através de ensaios de imunohistoquimica, foi estudado o papel do EA na
serotonina presente na via analgésica descendente com enfoque nas células
produtoras desse neurotransmissor no bulbo rostral ventromedial (RVM) e sua
liberacdo no corno dorsal da medula espinal (CDME). Foi possivel observar reducao
de serotonina em animais com CCI no bulbo rostral ventomedial, tanto em animais
nao enriquecidos quanto em enriquecidos, em relagéo aos respectivos grupos naive.
Entretanto, essa reducgéo foi maior no grupo NE em relag&o ao grupo EA (Fig. 11).

No que diz respeito a marcacdo para esse neurotransmissor na medula
espinal na area do corno dorsal (ipsilateral a cirurgia), mais precisamente nas
laminas | e Il de Rexed, ndo foram observadas diferencas entre os grupos NE e EA
em condi¢Bes basais (naive). Porém, na presenca de neuropatia induzida pela CClI,
foi verificada maior reatividade somente no grupo NE em relacdo ao grupo EA (Fig.
12).
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Figura 11: Efeito do enriguecimento ambiental na imunorreatividade para serotonina no bulbo rostral
ventromedial (RVM). Os animais enriquecidos (EA) e ndo enriquecidos (NE) sem qualquer
manipulagdo (naive) e operados (CCI) (n= 3-4) foram perfundidos com PFA 4 % para obtencdo do
encéfalo apds 14 dias da cirurgia. Cortes de 30 um foram feitos em micrétomo e as secdes foram
submetidas ao teste de imunohistoquimica para serotonina com revelacdo por DAB. As fotos foram
tiradas em microscépio de luz e quantificadas no Software ImageJ. *p< 0,05, **p< 0,01 em relacéo ao
respectivo grupo Naive. ANOVA de duas vias, seguido pelo teste de Tukey.
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Figura 12: Efeito do enriqguecimento ambiental na imunorreatividade para serotonina no corno dorsal
da medula espinal. Os animais enriquecidos (EA) e ndo enriquecidos (NE) sem qualquer manipulacéo
(naive) e operados (CCI) (n= 3-4) foram perfundidos com PFA 4 % para obtencéo da medula espinal
apo6s 14 dias da cirurgia. Cortes de 30 um foram feitos em micrétomo e as sec¢des foram submetidas
ao teste de imunohistoquimica para serotonina com revelacdo por DAB. As fotos foram tiradas em
microscopio de luz. As regiGes do corno dorsal da medula espinal (A) e das laminas | e Il de Rexed
(B) estdo evidenciadas pelos quadrantes. A imunorreatividade para serotonina respectiva as laminas |
e Il (ispilaterais) (C) foram quantificados no Software ImageJ. &p< 0,05 em relacdo ao grupo NE.
ANOVA de duas vias, seguido pelo teste de Tukey.
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5.10 O EA reduz a expresséo de micréglia na medula espinal induzida pela CCl ap6s

28 dias da lesao.

Como é descrito aumento de micréglia na medula espinal de animais com
lesdo nervosa periférica cronica, foi verificado se o EA poderia alterar esse fendétipo
nos animais com CCI. Para tanto, foi quantificada a expressdo de microglia na
medula espinal (ipsilateral) dos animais no décimo quarto dia apos a CCI, em
relacdo ao grupo Sham (falso-operados), utilizando-se marcador inespecifico para
microglia (CD11b), e marcadores para macréfagos do tipo M1 (iNOS — 6xido nitrico
sintase induzivel) ativados classicamente, e do tipo M2 (Agr-1 — arginase tipo 1)
ativados alternativamente. Foi verificado, de fato, aumento do marcador de micrdoglia
CD11b nos animais com CCIl em relacdo ao grupo Sham, mas esse aumento foi
similar entre os grupos com e sem EA (Fig. 13A) e ndo houveram diferencas entre o
perfil M1 (Fig. 13B) e M2 (Fig. 13C) nessas amostras. Por outro lado, utilizando
amostras de animais apds 28 dias da cirurgia, foi verificada uma diminuicdo na
expressdo de micréglia na medula de animais enriquecidos, enquanto que essa
expressao ainda estava aumentada no grupo nao enriquecido (Fig. 13D). Para testar
se havia diferencas na ativacdo da microglia entre animais enriquecidos e nao
enriquecidos ap6s 14 dias da CCI, foi verificada a expressdo de MAP quinases
associadas a ativacdo microglial. Entretanto, ndo foram observadas diferencas na
expressao das quinases fosforiladas JNK (Fig. 14A), ERK (Fig. 14B) e p38 (Fig. 14C)

entre todos os grupos estudados.
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Figura 13: Avaliagdo da expressao de micréglia e dos perfis M1 e M2 na medula espinal (ispi lateral).
Os animais enriquecidos (EA) e nao enriquecidos (NE) falso-operados (sham) e operados (CCI) (n=
7-8) foram eutanasiados, e a medula espinal (ipsilateral) foi coletado e processada para andlise da
expressdo de CD11b (A, D), iNOS (B) e Arg-1 (C) por Western Blotting, 14 (A, B, C) e 28 dias (D)
apoés o procedimento cirargico. Os resultados representam a média do grupo £ e.p.m. (n= 7-8). Os
resultados foram normalizados pela expressdo da proteina GAPDH ou B-actina e comparados em
relagdo ao grupo Sham NE. *p< 0,05 em relagéo ao respectivo grupo Sham. ANOVA de duas vias,
seguido pelo teste de Tukey.
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Figura 14: Avaliacdo da expresséo proteica de MAP quinases na medula espinal dos animais. Os
animais enriquecidos (EA) e ndo enriquecidos (NE) falso-operados (sham) e operados (CCl) (n= 7-8)
foram eutanasiados, e a medula espinal (ipsilateral) foi coletada e processada para andlise da
expressdo de p-JNK (A), p-ERK (B) e p-p38 (C) por Western Blotting, 14 ap6s o procedimento
cirdrgico. Os resultados representam a média do grupo = e.p.m. (n= 7-8). Os resultados foram
normalizados pela expressdo da proteina GAPDH e comparados em relacdo ao grupo Sham NE.
ANOVA de duas vias, seguido pelo teste de Tukey.
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5.11 O EA néo altera o perfil de macréfagos no DRG, mas reduz marcador de leséo
neuronal induzida pela CCI.

No ganglio da raiz dorsal (DRG), também foram estudadas possiveis
diferencas induzidas pelo EA na expressao de macrofagos apos a CCl, utilizando-se
marcador inespecifico para macrofagos (lba-1), e marcadores para macréfagos do
tipo M1 e do tipo M2. Foi verificado aumento na expresséo de Iba-1 nos animais com
neuropatia, independentemente da condicdo de enriquecimento, em relacdo ao
grupo Sham (Fig. 15A). Esses macrofagos ndo expressaram iNOS (Fig. 15B) mas
sim Arg-1 de maneira similar entre os grupos com e sem EA na presenca de CCI
(Fig. 15C). Como o ATF-3 é amplamente e classicamente expresso no DRG na
presenca de lesdo de nervo, este marcador também foi estudado. Foi verificado um
aumento significativo da expressdo de ATF-3 nas amostras de DRG (ipsilateral)
provenientes de animais ndo enriquecidos 14 dias apés a CCI. Por outro lado, o EA
foi capaz de reduzir esta expressdo no grupo enriquecido, sendo esta similar a do
grupo sham (controle) e significativamente diferente do grupo CCI sem

enriquecimento (Fig. 15D).



68

\d Ca
o o 0¥ o (2 Ca
& (e o 4 & 4 ‘@,« 5‘0\& oo\?)*

S
GAPDH(36kDa)-'--Q iNOS (131 kDa) *t & ‘, v

Iba-1(17 kDa) WG S A — B-actina (42kDa) WHNEE SEENNE SR S

>
w

T 2.01 o 1.59 NE
2y ane Sy acn
L EA T e -
O 1.51 ¥ o
= - D2 1.0 ki i e ol
& 9 ow Y
58 10 Z8
[0} ()
e 58
x& © G @ 0.51
o ® 05 n L
go So
(i
0.0 . 0.0 : .
Sham CClI Sham CClI
¥ © 2
& 4 ‘&«?)’ oo\‘e' 00\0" & 5 o‘f\& oo\?)"
Beactina (42kDa) WINEE TS SRR S CAPDHZEHD2) e s S —
o SR T . -
C D
g o 2.07 ; = O NE E ” 2.0s & O NE
5z l EA &= _.’I‘._ EA
& § 1.5 08 15
= @© . ~ @© .
o E -
o
& ‘0“ 1.04 l:: 8 1.04
°8 sg "
18 g o %
e AT —
? 9 0.51 @0 (.51
= 0 £
& @ % )
Y 0.0 - w 0.0 v .
Sham CClI Sham CClI

Figura 15: Avaliacdo da expresséo proteica de Iba-1, iINOS, Arg-1 e ATF-3 no DRG dos animais. Os
animais enriguecidos (EA) e nado enriquecidos (NE) falso-operados (Sham) e operados (CCI) (n= 7-8)
foram eutanasiados, e o DRG (ipsilateral) foi coletado e processado para analise da expressao de
Iba-1 (A), INOS (B), Arg-1 (C) e ATF-3 (D) por Western Blotting, 14 ap6s o procedimento cirdrgico. Os
resultados representam a média do grupo + e.p.m. (n= 7-8). Os resultados foram normalizados pela
expressdo da proteina GAPDH ou B-actina e comparados em relacdo ao grupo sham NE. *p< 0,05
em relacdo ao respectivo grupo Sham, &p< 0,05 em relacdo ao grupo NE. ANOVA de duas vias,
seguido pelo teste de Tukey.
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5.12 O EA induz a prevaléncia de macréfagos do tipo M2 no local da leséo induzida
pela CCI

Diante do resultado descrito no item anterior, o passo seguinte foi avaliar se
a reducao na leséo do nervo nos animais com EA estaria relacionada a uma possivel
ativagdo diferenciada de macrofagos nesse tecido. Para tanto, foi avaliada a
expressdo de macrofagos totais e para macréfagos do tipo M1 e M2 nas amostras
proteicas obtidas a partir do nervo isquiatico dos animais 14 dias apés a CCI. Foi
verificado que a leséo causada pela CCl aumenta de maneira similar a quantidade
de macrofagos no nervo isquiético tanto de animais com EA quanto no grupo sem
EA (Fig. 15A). Entretanto, o EA, de fato, modula o perfil de ativacdo de macrofagos,
visto que a expressado de iNOS s0 estava aumentada nos animais nao enriquecidos
em relacéo aos enriquecidos (Fig. 16B), enquanto que a expressao de Arg-1 estava
elevada em ambos os grupos com e sem EA na presenca de CCIl, embora maiores
niveis foram detectados nos animais NE em relacdo ao seu controle Sham (Fig.
16C).
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Figura 16: Avaliacdo da expressao proteica de lba-1, INOS e ARG-1 no nervo isquiatico dos animais.
Os animais enriquecidos (EA) e ndo enriquecidos (NE) falso-operados (Sham) e operados (CCl) (n=
7-8) foram eutanasiados, e o0 nervo isquiatico (ipsilateral) foi coletado e processado para analise da
expressédo de Iba-1 (A), INOS (B) e Arg-1 (C) por Western Blotting, 14 apds o procedimento cirargico.
Os resultados representam a média do grupo + e.p.m. (n= 7-8). Os resultados foram normalizados
pela expressao da proteina GAPDH ou B-actina e comparados em relacdo ao grupo sham NE. *p<
0,05, **p< 0,01, ****p< 0,0001 em relagcdo ao respectivo grupo Sham, &p< 0,05 em relacéo ao grupo
NE. ANOVA de duas vias, seguido pelo teste de Tukey.
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5.13 O EA reduz a degeneracdo Walleriana na parte proximal do nervo isquiatico
apos a CCl

Como foi verificada prevaléncia de macréfagos do tipo M2 no nervo e que 0
marcador de lesdo neuronal ATF-3 estava reduzido no DRG dos animais
enriquecidos com CCI, avaliamos a integridade das fibras nervosas no nervo
isquiatico 14 dias apés a cirurgia através de analise histoldgica, utilizando como
controle animais Sham. Nesse experimento, foram analisadas as por¢cdes proximais,
mediais (entre as 4 constricdes) e distais nos nervos submetidos a CCI, que foram
fotografadas em aumento de 20 x (Fig. 17) e 100 x (Fig. 18). Foi observado padrao
histolégico do nervo semelhante entre os animais Sham néo enriquecidos e
enriquecidos (Fig. 17, 18). Quando avaliada a parte proximal dos nervos submetidos
a constricdo, foi possivel notar uma grande perda de axénios no nervo dos animais
(degeneracao Walleriana) do grupo néo enriquecido em relagéo ao grupo Sham. Por
outro lado, os animais com EA apresentaram preservacdo notavel de fibras nervosas
mielinicas nessa regido (Fig. 17, 18). Nao foram notadas diferencas em relacédo a
presenca de fibras nervosas nas por¢cdes mediais e distais do nervo entre 0s grupos
sem EA e com EA (Fig. 17, 18), onde as regifes avaliadas apresentaram grande
perda de fibras e a presenca de inUmeros fagossomos, melhor visualizados em

maior aumento (Fig. 18).
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Figura 17: Andlise histolégica do nervo isquiatico de animais com e sem EA na presenca ou auséncia
de CCI. Apés 14 dias do procedimento cirargico, os animais sem EA e com EA do grupo Sham ou
CCI (n= 3-4) tiveram o0 nervo isquiatico ispi lateral exposto, pré-fixado in situ e posteriormente
preparado, cortado (0,75 um) e corado com azul de toluidina e fucsina para analise em microscépio
de luz (aumento 20x). p — perineuro, a — adipdcitos.



73

Sham

~Y

2 P o o A

¢ ’thf‘/‘(’lt;‘,";; 1 Qg
20K

.
Ccl

CCl
medial

CCl
distal

Figura 18: Analise histologica do nervo isquiatico de animais com e sem EA na presenc¢a ou auséncia
de CCI. Apds 14 dias do procedimento cirdrgico, os animais sem EA e com EA do grupo Sham ou
CCI (n= 3-4) tiveram o0 nervo isquiatico ispi lateral exposto, pré-fixado in situ e posteriormente
preparado, cortado (0,75 um) e corado com azul de toluidina e fucsina para analise em microscépio
de luz (aumento 100x). p — perineuro, seta —-fagossomos, v — vaso sanguineo, * - fibra nervosa.
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6 DISCUSSAO

Alguns trabalhos publicados ja demonstraram o beneficio do EA na
sensibilidade dolorosa de animais de laboratorio, tanto na presenca de dor
neuropatica (Berrocal et al., 2007; Vachon et al., 2013) quanto na vigéncia de dor
inflamatoria (Tall, 2009; Gabriel, Anne F et al., 2010). Outros trabalhos mostraram
ainda que tratamento com agonistas opioides aumenta a sensibilidade térmica dos
animais enriquecidos em relacdo aos animais nédo enriquecidos (Smith et al., 2003;
Smith et al., 2005). Porém, o mecanismo pelo qual esse beneficio ocorre nédo esta
totalmente elucidado. Além disso, outra abordagem para o uso do EA é sua
utilizacdo terapéutica na prevencdo ou atenuacdo do estresse e da ansiedade.
Sabe-se que o EA diminui niveis de hormoénios relacionados ao estresse
(glicocorticoides) em curto prazo (Belz, Emily E et al., 2003) e 0 uso de antagonistas
de receptores de glicocorticoides (GRs) diminui a dor cronica em modelo
experimental (Wang et al.,, 2004). Diante disso, 0s objetivos do presente projeto
visaram esclarecer por quais mecanismos o EA é capaz de modular a via analgésica
opioide e a sua interferéncia com a via dos glicocorticoides bem como sua possivel
interferéncia na via serotoninérgica descendente. Além disso, foi investigado
também se o EA, além de analgesia, poderia reduzir marcadores da inflamacéo
neurogénica e prevenir a lesédo das fibras nervosas.

Primeiramente, foram necessarias as padronizacdbes do modelo
experimental, visto que ha uma grande variedade de modelos de EA. Segundo a
revisdo publicada por Simpson e Kelly (Simpson e Kelly, 2011), as varidveis mais
importantes dos protocolos de EA adotados para ratos sdo: (1) o tamanho das
gaiolas e o numero de animais por gaiola, (2) o tipo de objetos introduzidos, (3) a
idade dos animais na introducéo do EA, (4) a duracéo de cada formacgéo do EA, (5)
os controles utilizados, (6) a linhagem de ratos utilizada e (7) o sexo da linhagem
utilizada. Avaliando inimeros trabalhos, os autores concluiram que, apesar de nao
existir um protocolo padrdo de EA para ratos, a grande maioria dos estudos utiliza
EA por um periodo entre 4 a 8 semanas, sendo este introduzido apos o desmame,
para a realizacdo de ensaios experimentais. Como o0 presente projeto avaliaria
parametros envolvidos com a plasticidade molecular e funcional nos animais
enriquecidos que culminaria em um efeito biolégico significativo, os parametros de

espaco fisico da gaiola, tempo de vida dos animais para a introducdo do EA, bem



75

como os tipos e a quantidade de objetos introduzidos, foram definitivos para a
validacdo da hipGtese a ser testada. Em outras palavras, o modelo mais elaborado
de EA testado neste projeto fez com que os animais enriquecidos, no décimo quarto
dia ap6s a CCI, apresentassem sensibilidade mecanica similar aquela prévia ao
procedimento cirargico (analgesia) em relacdo ao modelo mais simplificado testado
(Kimura et al., 2017).

Vale lembrar também que os dois modelos de EA, tanto o empregado no
inicio do projeto, mais simplista, quanto aquele adotado apos as modificacdes, foram
responsaveis por diminuir a ansiedade nos animais (Kimura et al., 2017). Diante
disso, podemos especular que a ansiedade e a sensibilidade dolorosa dos animais
experimentais ndo necessariamente sao afetadas da mesma maneira pelo EA
empregado e que, supostamente, a ansiedade seja um parametro mais facilmente
modulado pelo EA do que a sensibilidade dolorosa na presenca de estimulo nocivo
cronico. Além disso, foi comprovado que é possivel fornecer o bem estar, de uma
maneira bastante simplificada, para os animais experimentais sem alterar o
parametro a ser estudado no campo de estudo de dor (Kimura et al., 2017). Desta
maneira, comportamentos indesejaveis dos animais, que poderiam interferir com os
resultados obtidos, podem ser reduzidos utilizando-se um enriquecimento ambiental
simplificado.

Como a dor neuropatica € uma condicdo de dificil controle, estudos
experimentais voltados para a busca de novos tratamentos e novos alvos
moleculares sdo extremamente validos. Até o momento, o tratamento farmacoldgico
para a dor neuropdtica tem sido a base de anestésicos locais, opioides,
antiinflamatdrios, anti-depressivos e anti-epiléticos, e da associacdo entre eles
(Colloca et al., 2017). Porém, esse tratamento na maioria das vezes ndo é
completamente eficaz e envolve fatores como vias de administragdo, eficacia,
seguranca, custo-efetividade, limitacbes, beneficios e efeitos colaterais, e
principalmente o desenvolvimento de tolerancia. Por outro lado, também é
preconizado pela Organizacdo Mundial da Saude a terapia ndo farmacoldgica para
adultos que sofrem de dor crbnica, que pode ser realizada através de exercicio
fisico, fisioterapia, terapia de estimulacédo periférica (e.g. estimulacdo eletronica
transcutanea do nervo —TENS), acupuntura, blogueio nervoso, terapia psicolégica
(terapia cognitivo-comportamental) e terapia de suporte (terapia ocupacional,

emprego, etc) (Gilron et al., 2006).
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Na tentativa de se estudar os efeitos ndo farmacolégicos do EA na dor
neuropatica, foi utilizado como modelo a indugéo de neuropatia periférica através da
CCl, que reproduz nos animais muitos dos sintomas e alteragcbes comportamentais e
moleculares observados em pacientes que sofrem de dor neuropatica (Bennett e
Xie, 1988; Wang e Wang, 2003). De acordo com os resultados obtidos, foi verificado
que o EA empregado desde o nascimento aboliu completamente a hiperalgesia
mecanica e térmica, e alodinia tatil induzida pela CCI, e este efeito se estendeu por
até 28 dias apds a cirurgia. Além disso, o EA também foi capaz de reduzir a
incapacitancia motora dos animais, caracteristica da neuropatia periférica induzida.
Estes resultados foram inéditos, uma vez que ndo h& até o momento algum
protocolo de EA descrito que consiga reverter e/ou prevenir completamente a
hiperalgesia induzida por modelo de dor neuropatica em animais experimentais. O
que se tem descrito até o presente momento € a interferéncia positiva do EA na
alodinia téctil e hiperalgesia térmica induzidas por ligagéo parcial do nervo (Berrocal
et al., 2007), na alodinia decorrente de inflamacé&o articular (Gabriel, Anne F et al.,
2010), na hiperalgesia térmica induzida por inflamacéo crénica (Tall, 2009), e na
sensibilidade mecénica e ao frio quando usado modelo de dor neuropatica (Vachon
et al., 2013). Porém o grande diferencial € que na maioria destes trabalhos (Berrocal
et al., 2007; Gabriel, Anne F et al., 2010; Vachon et al., 2013) um dos objetos que
compunham o EA era a roda de atividade, o que ndo permite discriminar exatamente
se o efeito benéfico é apenas do enriguecimento ambiental ou da atividade fisica.

Ja esta descrito que o exercicio fisico per se prévio a CCl é capaz de
atenuar a dor neuropética de ratos, com diminuicdo de parametros neuroimunes
(Grace et al., 2016). Além disso, como j& foi mostrado em outros trabalhos que
animais enriquecidos, quando tratados com farmacos agonistas opioides, tem sua
sensibilidade basal aumentada (Smith et al., 2003; Smith et al., 2005), tivemos o
cuidado de ndo colocar objetos para exercicio fisico na gaiola dos animais
enriquecidos. Isto porque o exercicio fisico desencadeia a liberagao de ($-endorfinas
da hipofise, que podem alcancar a circulagéo sistémica, e do hipotadlamo com suas
projecOes para diversas areas do SNC incluindo a PAG, que por sua vez produzem
efeitos analgésicos por ativacdo de receptores mu-opioides na periferia e no SNC
(Nijs et al., 2012). Além disso, sabe-se que a atividade fisica diminui a sensibilidade
térmica e a alodinia mecanica resultantes da lesdo por ligacdo do nervo espinal em

ratos (outro modelo de inducéo de dor neuropatica), a partir da terceira semana de
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treinamento, e que aumenta as concentragdes de opioides enddgenos (3-endorfina e
met-encefalina) em regides cerebrais como PAG e RVM, o que favorece a analgesia
(Stagg et al., 2010). Sendo assim, efeitos analgésicos em modelos de EA que
contém objetos para exercicio fisico, como rodas de atividade, sdo teoricamente
esperados. Ainda, € observado na clinica que a dor dificulta e modifica a execucao
de exercicios fisicos em muitos pacientes (Hodges e Smeets, 2015). Assim, como 0
modelo de EA do presente projeto ndo utiliza tais objetos, podemos dizer que a
interagcdo dos animais com o ambiente enriquecido per se promove alteracbes
benéficas significativas independentemente daquelas induzidas pelo exercicio fisico.

Sabe-se que a alodinia pode ser decorrente de um processo de plasticidade
frente & lesdo nervosa, onde as fibras tateis do tipo A-beta passam a enviar
projecGes para a lamina Il do corno dorsal da medula espinal, a qual geralmente
recebe apenas estimulos nociceptivos. Assim, juntamente com modificacdes
funcionais produzidas pela sensibilizacdo central no caso de lesdo, estimulos
conduzidos pelas fibras A beta que chegam ao corno dorsal sao interpretados como
nocivos (Costigan e Woolf, 2000; Jensen e Finnerup, 2014). J4 a hiperalgesia
térmica, a qual é transmitida via fibras do tipo C e A-delta, envolve aumento na
expressao de receptores TRPV1 (receptor de potencial transiente tipo V1). Estes
receptores sao importantes na transducdo da informacdo dolorosa ao estimulo
guente. Estudos anteriores mostraram que, apés lesédo de nervo periférico, as fibras
nervosas ndo lesionadas e também fibras A-beta e A-delta apresentam niveis
elevados deste receptor. Esses processos, juntamente com a sensibilizacao central,
podem contribuir para o aparecimento e manutencao da hiperalgesia térmica na dor
cronica (Jensen e Finnerup, 2014).

Diante dessas informacdes, os dados do presente projeto mostraram que 0
EA utilizado foi capaz de interferir com o resultado dessas diversas modificages,
gue culminou com reversao total do comportamento doloroso no modelo de CCI.
Entretanto, essa resposta analgésica dependeu de varios fatores, como a espécie
animal a ser utilizada, o tempo de exposi¢cdo ao EA, espaco fisico para a interagédo
dos animais com esse ambiente enriquecido e os tipos de objetos utilizados no EA,
variaveis ja relatadas anteriormente (Simpson e Kelly, 2011). Em relacdo a CCl, ja
foi descrito que quando outro protocolo de EA foi utilizado em ratos e iniciado um
més apos o procedimento cirdrgico, ndo foi observado efeito analgésico térmico e

mecanico (alodinia tatil) nos animais enriquecidos em 30 dias apos o inicio do EA
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(Vachon, 2014). Este resultado pode indicar que as alteragdes induzidas pelo EA
que resultariam em analgesia mecéanica e térmica, como verificado no presente
trabalho, sdo tempo-dependentes, onde 0s animais necessitam de um longo periodo
de exposicdo ao EA, especialmente na fase inicial de vida, para que haja
plasticidade funcional e anatomica suficiente para a ocorréncia do fenbmeno de
analgesia.

O controle enddgeno analgésico que atua sobre a via nociceptiva envolve
algumas regifes supraespinais com a participacado de neurdnios serotoninérgicos e
adrenérgicos que, de um modo geral, culmina com a liberacdo de opioides
enddgenos, entre outros mediadores, no corno dorsal da medula espinal, reduzindo
os disparos dos neurbnios aferentes e a transmissdo da dor (Kuner, 2010). O
tratamento dos animais enriquecidos com naloxona (antagonista ndo seletivo de
receptores opioides), no décimo quarto dia apés a CCI, reverteu completamente a
analgesia promovida pelo EA, indicando a robusta participacdo de opioides
endodgenos nesse efeito. Este resultado corrobora com dados da literatura que
descrevem a regulacdo positiva global de genes relacionados a via opioidérgica,
como o PDYN, que codifica um precursor para alguns opioides endbgenos, no
cérebro de camundongos enriquecidos por 2 meses apds a 62 semana de vida (Lee
et al., 2013). Nesse trabalho, entretanto, rodas de atividade estavam presentes no
ambiente enrigquecido utilizado, podendo esta regulacdo positiva ser resultante
também de uma associagao entre o bem-estar e o exercicio fisico.

Analisando a expressdo dos receptores opioides mu, kappa e delta, nos
animais enriquecidos e nao enriquecidos em regibes do sistema nervoso central
(PAG e medula espinal) e periférico (DRG) na presenca de dor cronica, ndo foram
verificadas alteracdes significativas em relacdo a expressao dos mesmos. Por outro
lado, os niveis de opioides enddégenos B-endorfina e met-encefalina no soro nos
animais enriquecidos com dor cronica estavam aumentados. Este resultado explica o
porqué o tratamento com naloxona reverteu o efeito analgésico do EA. A fim de
verificar ainda se o espago maior das gaiolas dos animais enriquecidos estaria
favorecendo, de alguma maneira, o exercicio fisico, o ganho de peso dos animais
com e sem EA na presenca de dor cronica foi avaliado, uma vez que esta descrito
na literatura que o exercicio fisico é capaz de diminuir o ganho de peso dos animais
com CCI (Kim et al., 2015). Visto que o ganho de peso foi bastante similar entre os

grupos estudados, o resultado obtido no presente trabalho mostrou que a via
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opioidérgica em animais enriguecidos estd positivamente  regulada,
independentemente de uma possivel atividade fisica. Estes resultados sdo bastante
inovadores, uma vez que ndo ha até o momento algum trabalho realizado que
mostrou a regulacéo positiva de opioides endégenos em animais enriguecidos na
auséncia de rodas de atividade.

Além de opioides endbdgenos, a condigdo de bem estar promovida pelo EA
foi capaz de aumentar os niveis de corticosterona circulantes em relacdo ao grupo
nao enriquecido, independentemente da presenca de dor neuropatica, e nao foi
capaz de alterar a expressdao de GRs nas 3 regides avaliadas. Além disso, o
tratamento com mifepristona ndo alterou a analgesia dos animais enrigquecidos,
mostrando que a corticosterona liberada néo participa do efeito analgésico do EA.
Por outro lado, este tratamento reverteu o comportamento doloroso dos animais néo
enriquecidos com leséo no nervo, corroborando com dados de outros grupos, que
mostram a participacdo de GRs na manutencdo da dor neuropatica (Wang et al.,
2004; Takasaki et al., 2005; Alexander et al., 2009). Nossos resultados mostraram a
ativacdo do eixo HPA (hipotalamo — pituitaria — adrenal) frente ao EA, que resultou
na secrecdo de corticosterona pela glandula adrenal, mas este hormodnio nao
contribuiu para a analgesia induzida pelo EA. Sabe-se que a ativacdo desse eixo
também induz a liberagcdo do polipeptideo POMC (pré-opiomelanocortina) pela
pituitaria (hipofise) sobre a acdo do hormdnio liberador de corticotrofina secretado
pelo hipotalamo. Este polipeptideo é precursor de varios peptideos biologicamente
ativos, incluindo a B-endorfina (Smith e Vale, 2006). Este fato poderia explicar, em
partes, a presenca de B-endorfina circulante nos animais enriquecidos com CCI,
visto que o EA ativou o eixo HPA. Entretanto, num primeiro momento, a ativacdo do
eixo HPA pelo EA poderia ser interpretada como nociva, visto que este eixo é
ativado em condicéo de estresse (Smith e Vale, 2006). Entretanto, de acordo com
uma teoria proposta por Sapolsky (Sapolsky, 2015), os niveis de corticosterona em
relacdo aos efeitos neurobiol6gicos se comportam como uma curva em U invertido.
Ou seja, pouco ou nenhum estresse de um lado, e estresse severo ou em longo
prazo do outro lado possuem efeitos neurobiolégicos deletérios, enquanto que o
estresse leve a moderado acarretam efeitos benéficos e estimulatorios. Essa
proposta esta de acordo com a ideia de que o EA atua como um inoculador de
estresse leve, o que pode favorecer o desenvolvimento de resiliéncia nos animais
(Crofton et al., 2015).
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Como a via descendente serotoninérgica também pode contribuir para o
controle da dor, a participacdo da serotonina no efeito analgésico do EA também foi
estudada. Foi verificado que em ambos os grupos com e sem EA submetidos a CCI
houve diminuicdo de células contendo serotonina no bulbo rostral ventromedial
(RVM) em relacdo aos grupos controle sem neuropatia. Resultado semelhante ja foi
mostrado para outro modelo de neuropatia periférica em ratos, onde foi verificada
reducdo de aproximadamente 35 % de neurbnios serotoninérgicos no RVM dos ratos
neuropaticos (Leong et al., 2011). Estima-se que, em ratos, 40 % das células do
RVM sejam serotoninérgicas (células neutras) e 60 % n&o contenham esse
neurotransmissor (células ON, OFF e neutras) (Potrebic et al., 1994). Estudos de
eletrofisiologia ja mostraram que as células ON, OFF e neutras, respectivamente,
aumentam, diminuem ou ndo alteram seu potencial de acdo associado a resposta
nociceptiva, ou seja, células ON ativam, as células OFF deprimem e as células
neutras ndo alteram a via nociceptiva. Além disso, foi mostrado que agonistas mu-
opioides deprimem diretamente o disparo de células ON e ativam as células OFF,
mostrando o papel antinociceptivo dos opioides nessa regido central (Heinricher et
al., 1994). Desta maneira, a analgesia induzida pelo EA aqui estudada pode ser
decorrente também da ativacado de células OFF no RVM, visto o aumento de [3-
endorfina sistémico (ligante para o receptor mu-opioide) nos animais com EA com
CCl.

Porém, a presenca de serotonina no corno dorsal da medula espinal foi
somente detectada nos animais sem enriquecimento com CCI em relacdo aos
enriquecidos e ao grupo falso operado. Esses resultados contradizem aqueles
achados no trabalho de Leong e colaboradores (Leong et al., 2011), que além da
reducado de células no RVM, observaram também diminuicdo de 15 % de serotonina
no corno dorsal da medula espinal dos ratos submetidos a neuropatia. Entretanto,
sabe-se que apOls a lesdo de nervo, ocorre plasticidade na medula espinal, com
aumento da expressao de receptores para serotonina do tipo 5HT,5 € 5HT3, que ao
invés de promoverem analgesia, estdo relacionados com a manutencdo da dor
cronica via facilitacdo descendente da informacéo dolorosa (Dogrul et al., 2009; Aira
et al., 2012; Guo et al., 2014). Diante desses fatos, podemos especular o duplo
papel da serotonina em condi¢cbes de dor, que pode também facilitar o impulso

doloroso no caso de plasticidade neuroanatbmica, como na dor neuropatica. Nesse



81

caso, 0 EA pode ter acarretado analgesia na presenca de CCIl também por reduzir
os niveis de serotonina liberados na medula espinal dos animais enriquecidos.

Como o EA, além de analgésico, poderia interferir com a inflamacéo
neuroimune induzida pela CCI, visto seu papel imunoprotetor recentemente descrito
(Brod et al., 2017), foi avaliada a presenca e a ativagcdo de microglia na medula
espinal dos animais aqui estudados. No décimo quarto dia apés a CCl, foi observado
aumento na expressdo do marcador CD11b na medula tanto dos animais com EA
qgquanto sem EA na presenca de neuropatia, sem diferencas na expressdo dos
subtipos M1 e M2 microgliais. Somente foi observada reducdo de micréglia na
medula espinal dos animais enriquecidos 28 dias ap6és a CCl em relagdo aos ratos
sem EA, o que pode estar relacionado a manutencdo da analgesia do EA por até 28
dias. Avaliando possiveis diferencas na ativacdo dessas células espinais 14 dias
apos a CCI, foram estudadas MAP quinases fosforiladas (formas ativadas)
intimamente relacionadas a este fendmeno, como p-ERK e p-p38 (Scholz e Woolf,
2007), e também outra quinase relacionada a ativacdo de astrécitos, a p-JNK (Ji et
al., 2009). Entretanto, nao foram verificadas diferencas na ativacao de células da glia
entre todos os grupos estudados. Este fato pode ser decorrente do tempo apos a
inducdo de neuropatia na obtencdo das amostras dos grupos aqui estudados. Sabe-
se que a ativacdo das quinases acima mencionadas ocorre rapidamente apos a
lesdo e apresenta pico de ativacdo ja na primeira semana ap6s a CCl (Kim et al.,
2002; Song et al., 2005; Scholz e Woolf, 2007; Mannelli et al., 2010). Além disso, em
alguns desses estudos, foram analisadas amostras provenientes do corno dorsal da
medula espinal. Entretanto, todo o lado ipsilateral foi processado para obtencéo das
amostras no presente trabalho. Esse também pode ser um dos motivos pelo qual
nao foram encontradas diferencas na ativacdo das MAP quinases entre animais com
e sem neuropatia aqui estudados.

Além da medula espinal, outro local que sofre alteracbes na ativacdo de
recrutamento de macrofagos apos lesédo de nervo periférico € o DRG. Sabe-se que
0s macrofagos desempenham papel importante no aparecimento e manutencdo da
dor crénica também neste local (Hu e Mclachlan, 2002; Scholz e Woolf, 2007; Patro
et al., 2010). Por esse motivo, foi avaliada diferencas na expressao e no perfil de
macrofagos nessa estrutura entre 0s grupos aqui estudados. De fato, foi verificado
aumento do marcador Iba-1 nos animais com neuropatia, independentemente da

condicdo de enriquecimento, no DRG ipsilateral a lesdo apos 14 dias da CCI, e
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esses macréfagos estavam polarizados para o tipo M2. Esse subtipo de macrofago
M2, ativado alternativamente, € ativado por citocinas liberadas por células do tipo
Th2, como a interleucina (IL)-4 e IL-13, diferentemente do subtipo M1, ativados por
citocinas como interferon-gamma, TNF, IL-12 e IL-18 liberadas por células Thl e por
células apresentadoras de antigenos (Gordon, 2003; Mosser e Edwards, 2008). Os
macréfagos M2 sdo programados para promover reparo tecidual. A IL-4 estimula a
atividade da arginase nesses macréfagos, que hidrolisa arginina em ornitina, a qual
€ precursora de poliaminas e colageno, contribuindo para a producdo de matiz
extracelular. Ja os macrofagos M1 estdo relacionados a atividade microbicida,
liberando inUmeros componentes proé-inflamatérios importantes para a resposta
imune celular, mas que podem causar sérios danos no individuo quando essa
regulacdo ndo é fortemente controlada (Mosser e Edwards, 2008). Desta maneira,
era esperado que a maior populacdo de macréfagos no DRG dos animais com CCI
fosse, de fato, polarizadas para M2, visto o dano tecidual causado pela neuropatia.

Ainda no DRG, o préximo passo foi avaliar a expressao de ATF-3 (do inglés
Activating Transcription Fator-3), marcador classicamente presente no DRG de
animais submetidos a lesdo de nervo periférico (Tsujino et al., 2000; Obata et al.,
2003). Foi observada redugcéo marcante da sua expressédo nos animais enriquecidos
em relacdo aos ndo enriquecidos no décimo quarto dia da cirurgia, o que indicou que
o EA seria capaz de reduzir a lesdo induzida pela CCIl. No que diz respeito a
abordagens nao farmacoldgicas, ja foi mostrado que o exercicio fisico implementado
6 semanas antes da cirurgia, também foi responséavel por diminuir a expressao de
ATF-3 em ratos submetidos a CCI (Grace et al., 2016). Porém, novamente, como 0
protocolo de EA utilizado neste trabalho ndo contou com rodas de atividade, esta
sendo mostrado de maneira inédita que o bem estar per se € capaz de ser
imunomodulador frente a lesdo nervosa.

Como ja foi demonstrado experimentalmente que a CCl induz aumento na
expressdo de iNOS (marcador para macréfagos M1) no nervo isquiatico ap6s a CCI
em ratos (Levy et al., 1999) e que macréfagos M2, quando transferidos para o local
de lesdo, melhoraram a hipersensibilidade mecanica de animais com CCI (Pannell et
al., 2016), a expressdao de macrofagos totais e dos subtipos M1 e M2 no nervo
isquiatico dos animais enriguecidos submetidos a CCIl também foi estudada. Foi
observado aumento na expressao de macrofagos no isquiatico em ambos 0s grupos

submetidos a CCIl em relacdo ao grupo Sham. Porém, o enriquecimento foi capaz de
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polarizar somente para macrofagos M2 no local da leséo, enquanto que animais sem
EA apresentaram os dois subtipos M1 e M2. Ja foi mostrado que, além de
produzirem mediadores pro-inflamatorios, os macréfagos M1 em cultura reduzem a
quantidade produzida e liberada de opioides enddgenos, enquanto que oS
macréfagos M2 aumentam essa producao e liberacdo em relagdo aos macrofagos
indiferenciados (Pannell et al., 2016). Dessa maneira, podemos especular que 0s
possiveis efeitos analgésicos dos macréfagos M2 via opioides enddgenos seriam
mascarados nos animais sem enriquecimento com CCI pela presenca de
macréfagos M1. Por outro lado, outra possibilidade para a fonte de opioides
enddgenos nos animais enriquecidos, além da ativacdo do eixo HPA, poderia ser a
presenca de macréfagos M2 no local da constricdo, podendo estas células estar
contribuindo para o efeito analgésico do EA, além de reparo tecidual. Nao podemos
deixar de mencionar aqui um terceiro subtipo de macréfagos, os macrofagos
regulatorios, que apresentam atividade anti-inflamatéria por secretarem mediadores
imunossupressores como a IL-10. Esse subtipo é ativado por alguns sinais
extracelulares, como glicocorticoides e células apoptéticas, dentre outros (Mosser e
Edwards, 2008). Por esse motivo, € provavel que além de macrofagos M2, os
animais com enriguecimento apresentem também macrofagos regulatérios no nervo
isquidtico submetido a CCI, pela presenca de niveis elevados de corticosterona
sistémica e de células apoptaticas neste local.

Diante da reducao de ATF-3 no DRG e presenca de macrofagos M2 no local
da lesdo, foi levantada a hipotese do EA ser capaz de reduzir a degeneracdo
Walleriana do nervo isquiatico nos animais enriquecidos com CCI. Através de
analise histologica, foi observada nitida preservacdo de fibras mielinicas na parte
proximal do nervo dos animais com EA, em relacdo ao grupo ndo enriquecido
mostrando, também pela primeira vez, que o EA é capaz de reduzir a degeneracao
Walleriana induzida classicamente pela CCI (Tricaud e Park, 2017), pelo menos na
parte proximal do nervo. Nas por¢cdes medial e distal do nervo, ndo foram
observadas diferencas na perda de fibras nervosas entre os grupos com e sem EA,
mas foram verificados inuUmeros macrofagos ativados fagocitando as fibras
mielinicas em processo de descompactacdo e degeneracdo em ambos 0s grupos.
Analisando cuidadosamente esses cortes histologicos, foi possivel observar padrao
diferenciado dos fagossomos entre animais com e sem EA, onde essas estruturas

pareciam estar mais organizadas nos animais enriquecidos do que nos nao
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enriquecidos. Este fato pode estar relacionado a prevaléncia de macréfagos M2 no
nervo dos animais enriquecidos, e a presenca de macréfagos M1 e M2 nos animais
sem EA.

Diante de todos os resultados deste projeto, podemos dizer que um
protocolo de EA mais elaborado e implantado desde o nascimento, além de diminuir
a ansiedade, também € capaz de abolir completamente o comportamento doloroso
induzido por neuropatia periférica. Neste modelo experimental para a dor
neuropatica, cujo tratamento desafia a medicina tradicional ainda nos dias de hoje,
foi observado que o EA é capaz de induzir liberagdo de opioides enddgenos,
diminuir a neuroinflamacéo e prevenir a degeneracéo de fibras nervosas em animais
com neuropatia periférica. Ainda, foi verificado que o eixo HPA estava ativado nos
animais enriquecidos, independentemente de lesdo nervosa, o que corrobora com a
hip6tese de que o enriguecimento ambiental atua como um inoculador de estresse
leve e, desta maneira, pode aumentar a resiliéncia dos animais. Este trabalho
mostra, pela primeira vez, alguns mecanismos pelos quais o bem estar pode reduzir

a dor cronica, melhorando a resposta a estimulos nocivos persistentes.
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7 CONCLUSOES

Baseado nos resultados obtidos neste projeto, podemos concluir que:

» Varidveis como o tempo de exposicdo, o tamanho da gaiola e os tipos de
objetos que compdem o EA influenciam diretamente na resposta dos animais
a estimulos nociceptivos;

= O protocolo de EA utilizado ndo alterou o peso corpéreo e encefalico dos
animais;

* O EA aboliu o comportamento doloroso e melhorou a incapacidade motora de
animais com neuropatia periférica induzida;

* O EA induziu a liberacédo de opioides enddgenos na presenca de CCI, sem
alterar a expressdo de receptores opioides em regides relacionadas ao
processamento e controle da dor;

= O EA ativou o eixo HPA, mas a corticosterona liberada nao participou do
efeito analgésico;

* O EA reduziu a liberagcdo de serotonina no corno dorsal da medula espinal
apos a CCl;

= Apé6s 28 dias da CCIl, o EA reduziu a expressdao de microglia na medula
espinal ipsilateral a leséo;

» O EA diminuiu a expressao de ATF-3 no DRG dos animais ap6s a CCl,

* O EA induziu a prevaléncia de macrofagos do tipo M2 no local da lesdo
induzida pela CClI,

= O EA preservou as fibras nervosas do nervo isquiatico proximas ao ganglio da

raiz dorsal ap6s a CCI.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Environmental enrichment (EE) can alter anxiety as well as perception of nociceptive stimuli, suggesting a
Welfare relationship between well-being and analgesia. Considering that, we aimed to evaluate the influence of different
Environmental enrichment EE types on anxiety and peripheral pain sensitivity of male Wistar rats. Animals were submitted to two different
:ilzi:tzain types of EE: On the first one, animals were housed in standard size cages after weaning and received three

different objects, one type per week, on a regular basis (simple EE - sEE). On the second one, animals were born
in an already enriched environment and, after five weeks, were housed in larger cages and received five different
objects, three of each type per week, on a regular basis (improved EE — iEE). Control group remained in standard
cages and did not receive objects. Within 7 weeks of life, anxiety and thermal sensibility were evaluated using
elevated plus maze and tail flick tests, respectively. Mechanical hyperalgesia was analyzed in the presence of
acute and chronic noxious stimuli by paw pressure test. Both EE protocols tested were effective in diminish
anxiety but they did not alter thermal sensibility. On the other hand, sEE protocol did not alter acute and chronic
induced mechanical hypersensitivity, whereas iEE completely abolished such pain behavior, even without ex-
ercise wheel as part of the enrichment. Our results show that specific parameters (anxiety and pain sensitivity)
can be differentially modulated depending on EE protocol used, making possible the implementation of welfare

Chronic pain

to experimental animals in pain research.

The relationship between welfare and physical and psychological
health, first proposed in 1988 [1], has been increasingly proven by
several works published recently [2-4]. Environmental enrichment
(EE) is one of the most widely used ways to ensure animal welfare. EE
consists in a combination of inanimate stimuli (e.g. objects) and social
interaction [5], keeping animals housed with different objects used for
manipulation, physical exercise, hiding or nesting [6,7], providing
sensory, cognitive and motor stimuli, and preventing animals from
undesirable or abnormal behaviors [7,8].

A large number of diseases cannot be studied using alternative
methods, unfortunately. For this reason, ensuring animal welfare as far
as possible is necessary. Routine manipulations of laboratory animals
can be a stressor factor [9], in addition to stress of subordination, that
also may occur with captive animals [10]. These stressful conditions,
thus, may be controlled by EE. However, the beneficial effects of EE can
go much further. The amelioration of symptoms to certain conditions
using animal models of Alzheimer’s, Parkinson’s, Huntington’s disease,
epilepsy, stroke and traumatic brain injury, induced by EE, has already
been described [11]. Moreover, enriched housing can reduced

inflammation-induced hyperalgesia [12] and decreased neuropathic
pain in mice [13,14]. Considering that, the idea of provide welfare to
experimental animals in general can be challenging since the enrich-
ment may influence directly the development and phenotype of the
condition to be studied. Thus, in most studies, EE is used only as a
treatment or moderator for the condition to be investigated rather than
in an attempt to provide well-being for the experimental animals.

Since EE protocols vary widely [15], our aim was to investigate
whether different protocols of EE would differentially influence clas-
sical models of acute and chronic pain studies. Evaluating anxiety and
nociceptive behaviors of rats from the same strain, age, and gender, we
had 2 main purposes: investigate a strategy to provide a better living
situation to experimental animals, with no interferences with acute and
chronic pain models; and second to investigate if an elaborated EE
protocol as a non-pharmacological approach could modulate acute and
chronic pain behaviors.

Male Wistar rats were used (n = 150), provided by Instituto
Butantan Animal House. Animals from all groups studied were born and
kept in the Animal House until 35 days of age under controlled
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Fig. 1. Effects of simple and improved environmental enrichment protocols on rat’s anxiety behavior as measured by elevated plus maze test. The number of entries in open or closed arms
(A, C) and total time spent in each arm (B, D) of animals from both simple (sEE) (A, B) and improved environmental enrichment (iEE) (C, D) models of enrichment were recorded for

5min (n = 7-10). The results represent the group mean * s.e.m. *p < 0.05.

conditions of temperature (22 * 2 °C), humidity (50% = 10% RH),
noise and artificial lighting (12 h light cycle/12 h darkness), with free
access to water and food (Nuvilab CR1-Nuvital® Brazil). After 35 days,
animals were transferred to the Special Laboratory of Pain and
Signaling and kept in cages with autoclaved shavings for bedding with
water and food ad libitum in appropriate room, soundproof, tempera-
ture controlled (22 + 2°C) and light-dark cycle (12:12h). All the
procedures were approved by the Ethics Committee on Animal Use of
Instituto Butantan (CEUAIB - protocol 1050/13) and of Instituto de
Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, Brazil (CEUA 58/
2013) according to ARRIVE guidelines. Behavioral tests were per-
formed between 7 am and 1 pm.

The first model of EE tested (simple EE — sEE) was introduced after
weaning (21 days) where animals were placed in regular size cages
(49 x 34 x 16 cm) with one (quantity and type) among three different
objects (cardboard tubes, plastic cylinders, or disposable caps) in-
troduced in the cage (Supplementary file) and weekly changed by the
other object in alternation, in order to maintain novelty. Control group
(non-enriched group — NE) did not receive EE throughout this period
but it was equally manipulated. For the second EE protocol tested
(improved EE - iEE), enrichment started at birth, and consisted of the
addition of plastic cylinders, or surgical caps, or cardboard tubes, in this
order, in animals’ cage. Each object type was changed weekly. After 5
weeks, animals were placed in bigger cages (60 X 50 X 22 cm) com-
pared to standard ones, with three of five different types of objects at
once (Supplementary file), which one of them was changed weekly.
Besides disposable caps, different objects such ping-pong balls, acrylic
tubes, acrylic cabin, and acrylic rectangular housing (Acrilim Acrilicos,
Sao Paulo, Brazil) were used. Non-enriched animals (NE) were ma-
nipulated as iEE group since birth, and were allocated in standard size

cages after five weeks of life. Both sEE and iEE assays were performed
after the seventh week of life (~250 g) and EE was maintained for the
duration of the tests. In all groups, animals were distributed in number
of 5 animals per cage after weaning, and only one pair of siblings was
allowed per cage to avoid genetic interferences. Rats were randomly
distributed among all experimental groups.

Animals anxiety was evaluated by elevated plus maze (EPM) test. In
this test, a dark timber apparatus in a cross shape with two open arms
(50 x 10 cm) and two enclosed arms (50 X 10 x 40 cm), being each
type opposed to each other, was elevated 50 cm from the ground. A
single animal was placed in the middle of the apparatus in low light
room and, over 5 min, animal traffic was filmed by a camera positioned
above the apparatus. By analyzing the film (blinded analysis) using
AMCAP software, it was recorded how many times the animal entered
into open and closed arms and how long the animal remained in each of
them [16]. Animals that fell off from the apparatus were excluded of
the group. The results were analyzed by comparing the values obtained
in the different experimental groups (mean =* s.e.m.).

Thermal sensitivity was evaluated using tail flick test [17]. Animals
used before in EPM test, without any induction of pain, were placed and
gently restrained with the tail resting on a screen which presents an
orifice that allows the passage of light, which focused on the lower third
of the tail. Measured parameter was the latency (in seconds) for the tail
withdrawal, which corresponds to spinal reflex response in the presence
of thermal noxious stimulus. The light intensity was adjusted to obtain
an initial measurement of 2-4s. Two measurements were performed
with 30 min interval and the average was considered as the final result.
The cutoff time was stipulated as 8s. The results were analyzed by
comparing the values obtained in the different experimental groups
(mean * s.e.m).



L.F. Kimura et al.

A B

Behavioural Brain Research xxx (xxXxx) XXx—xxx

Fig. 2. Thermal and mechanical sensitivity of ani-
mals submitted to simple (sEE) or improved (iEE)
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Mechanical sensitivity was evaluated using paw pressure test [18].
In this test, a force in grams (g) of increasing magnitude (16 g/s) is
continuously applied on the posterior dorsum of the rat’s hind paw and
stopped when the animal interpreted pressure as a noxious stimulus
(withdrawal member reaction). Nociceptive threshold is represented as
the force (g) required for inducing the withdrawal reaction. This test
was applied before (baseline) and after certain periods of time, de-
pending on the experimental design (acute or chronic pain behavior
assessment).

The induction of acute nociception consisted on the injection of
200 pg of carrageenan (Sigma Aldrich, USA) diluted in sterile saline
(50 uL) (sterile saline alone — control group) in rat hind paw. Paw
pressure test was applied before and 3 h after injection (peak of car-
rageenan-induced hyperalgesia). Chronic pain was induced by chronic
constriction of sciatic nerve (CCI), according to Bennett and Xie [19].
Briefly, rats were anesthetized with isoflurane (3%). The sciatic nerve
was exposed at the level of the middle of the thigh. Proximal to the
sciatic trifurcation (about 7 mm of distance), 4 ligatures (4.0 chromic
gut), with 1 mm spacing of each other, were loosely tied around the
nerve. The incision was closed in layers. In sham-operated rats, sciatic
nerve was exposed but no ligatures were made. Animals from sham or
CCI group received dipyrone (80 mg/kg, intraperitoneally, diluted in

7 days

14 days

sterile saline g.s. 500 uL) (EMS, Sao Paulo, Brazil) every 12h, for
3 days, to alleviate local incision pain. The treatment with dipyrone did
not alter neuropathic pain development (Supplementary file). The de-
velopment of hyperalgesia was evaluated on days 7 and 14 after surgery
by paw pressure test. Results from both designs (acute and chronic
tests) were analyzed by comparing initial and final measures of the
group mean and comparing the values obtained in enriched and non-
enriched groups (mean + s.e.m.). All animals from both experiments
(saline x carrageenan; sham x CCI) were randomized inside the cages.
After all experiments, animals were euthanized under deep terminal
isoflurane anesthesia (5%).

For non-parametric and parametric data, Mann Whitney's unpaired
and Student’s t-tests were used, respectively, to analyze anxiety test. T-
student test was employed to analyze tail flick test data. Simple Two
Way ANOVA (acute pain test) or for repeated measures (chronic pain
test), for two variables, followed by Sidak’s or Tukey's test were used.
Analyses were performed using the GraphPad Prisma 6 program.
Statistically significant values were considered at p < 0.05.

Both EE protocols used (sEE and iEE) diminished rats anxiety, since
enriched animals entered more times on open arms (SEE p = 0.0206;
iEE p = 0.0048) and spent more time on them (sEE p = 0.0097; iEE
p = 0.0427) when compared to respective non-enriched (NE) animals
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group (Fig. 1). Anxiety is an indicative of stress-like behavior, and it
was already demonstrated that others enrichment housing protocols
induce anxiolytic effect [20,21]. Here, results show that even a simple
object introduced after weaning (SEE) as much as an elaborated en-
riched environment (iEE) provide adequate stimuli capable of dimin-
ishing anxiety of animals.

In relation to sensibility, spinal reflex upon thermal stimuli (Fig. 2A,
B) and the basal mechanical threshold (Fig. 2C, F) were not different in
enriched groups when compared to the respective NE groups. Con-
cerning acute pain induced by carrageenan injection, sEE condition did
not interfere with acute nociception, being similar to NE group (Fig. 2C)
(time x enriched condition: F (1, 8) = 0.04324, p = 0.8405; time: F (1,
8) = 194.1, p < 0.0001; enriched condition: F (1, 8) = 1.081,
p = 0.3289). However, iEE group threshold was different from NE
group in the peak of carrageenan-induced nociception (Fig. 2D) (time x
enriched condition: F (3, 23) = 5.328, p = 0.0062; time: F (1, 23)
= 16.16, p = 0.0005; enriched condition: F (3, 23) = 3.050,
p = 0.0489); (NE 3 h x iEE 3 h: p = 0.0222), which indicates the iEE
condition decreased acute pain behavior. Concerning neuropathic pain,
sEE had no effect on chronic pain behavior (Fig. 2E). In contrast, rats
from iEE presented a smaller decrease in pain threshold 7 days after
CCI, when compared to NE group (p = 0.0078), and surprisingly, no
pain behavior was observed at 14 days after surgery in the iEE group
(time x enriched condition: F (2, 48) = 10.29, p = 0.0002; time: F (2,
48) = 44.81, p < 0.0001; enriched condition: F (1, 24) = 10.01,
p = 0.0042). At this period, iEE group nociceptive threshold was back
to baseline and was totally different from NE group (p < 0.0001)
(Fig. 2F). Control groups from acute (saline-injected) and chronic pain
(sham-operated) experiments presented no alterations in mechanical
thresholds in all time periods evaluated in sEE, iEE and respective NE
conditions (Supplementary file).

With these results we could observed that sEE and iEE did not in-
terfere with either spinal reflex or peripheral sensitivity at normal state.
In general, pain works as a warning phenomenon at physiological
conditions [22] and it was demonstrated here that independently of EE
protocols tested, enriched animals do preserve their natural protection
response, such as reflex arc, against noxious stimuli. However, in the
presence of acute or chronic noxious stimuli, pain behavior was de-
creased only by iEE condition, whereas sEE animals still developed
nociception. Thus, we can suggest that simple enrichment condition can
be applied to experimental animals to control anxiety without inter-
ference in the analysis of pain behavior. On the other hand, the im-
provement of enriched housing and the implementation at birth can
affect nociceptive transduction, transmission, perception and/or mod-
ulation and produce significantly changes in sensory, cognitive and/or
limbic areas capable to modulate acute and, more surprisingly, abolish
neuropathic pain behaviors. It was already reported that enriched
conditions can indeed modulate, not abolish, pain behavior in animals
[12,14,23]. Nevertheless, most of enrichment protocols count on ex-
ercise wheel, and exercise per se is known to reduce tactile allodynia
induced by CCI in rats [24]. The lifetime of enrichment implementa-
tion, besides the interaction with more objects in larger cages, could be
one of the possible reasons for the total control of neuropathic pain
behavior in the present work (iEE started at birth). Previous work has
shown that the implementation of EE, without exercise wheel, one
month after CCI surgery, decreased anxiety and increased exploration,
but had no effects on mechanical sensitivity in rats [25]. Therefore, we
can speculate that the prevention of neuropathic pain without physical
exercise can be achieved, in part, due to welfare when implemented in
early stages of life.

Taking together, our results demonstrated that is possible to provide
a better living condition to experimental animals using a simple
method, which does not lead to changes in the phenomenon to be
studied. Moreover, the improvement of enriched housing and im-
plementation at the birth can produce such great changes that totally
control neuropathic pain behavior.
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