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Resumo

BASTOS, Renata Gongalves Villela. Aperfeicoamento dos protocolos de avaliacdo da dor
para o modelo de contusdo pulmonar e leséo podal em ratos. Rio de Janeiro, 2018.
Dissertacdo de Mestrado Profissional de Formacdo em Pesquisa Biomédica — Instituto de
Biofisica Carlos Chagas Filho, Centro de Ciéncia da Salde, Universidade Federal do Rio de
Janeiro, Rio de Janeiro, 2018.

Na experimentagdo animal, o tratamento da dor se torna importante fator de refinamento na
pesquisa. A presenca da dor pode criar maior variabilidade e menor confiabilidade nos
resultados experimentais. O Unico método validado para a avaliacdo da dor em roedores (ratos)
é a Escala de Expresséo Facial para Ratos (EEFR). Porém, apesar de ser uma ferramenta Util e
confiavel, j& ha dados na literatura que discutem a sua baixa sensibilidade e necessidade de
outras ferramentas em diferentes modelos. O método de nocicepcdo de Von Frey tem como
objetivo principal a avaliagdo da dor por lesdo na regido podal ou para a avaliagdo de
hiperalgesia. Recentemente, essa técnica foi proposta para ser realizada tanto na regido plantar
como na regido abdominal (regido da lesdo) e inguinal para a avaliacdo da dor no modelo de
laminectomia, pancreatite e reparacdo de hérnia inguinal respectivamente. Esses modelos,
serviram como impulséo para avaliacdo do método de nocicepcao de VVon Frey para ser utilizada
como ferramenta de avaliacdo da dor no modelo de contusdo pulmonar, e para avaliacdo do
qual a EEFR se mostrou pouco sensivel. O objetivo principal deste trabalho, foi avaliar a
sensibilidade da técnica da EEFR, Von Frey plantar e em torax e semiflexivel em térax como
ferramentas para avaliagcdo da dor em modelo de contusdo pulmonar e lesdo podal. Desenvolver
um POP 1 para a utilizacdo de Von Frey plantar para avaliacdo da dor em modelo de lesdo
podal no Laboratério de Fisiologia da Respiracdo (LFR). Desenvolver um POP 2 para a
utilizacdo de ferramentas que se mostrarem eficazes na avaliagdo da dor em modelo de
contusdo pulmonar no LFR e comparar os resultados obtidos nos experimentos 1 e 2. Foram

realizados 2 experimentos com 3 grupos experimentais para avaliacdo da dor 1 e 24 horas pos



les&o podal e contusdo pulmonar utilizando os métodos da EEFR, teste nociceptivo de Von Frey
plantar e em torax e o teste com filamento semi flexivel em torax. Os resultados demonstraram
uma baixa sensibilidade da escala de expressao facial para avaliacdo da dor pos leséo nos dois
experimentos. No experimento 1, os dois testes nociceptivos de VVon Frey e o teste com o
filamento semi flexivel, apresentaram reducédo do limiar de dor nos 3 grupos, mesmo no grupo
controle, assim, o experimento ndo foi Util para avaliar a eficacia das técnicas. No experimento
2, com o refinamento da metodologia, confirmou-se 0 uso do teste nociceptivo de VVon Frey
plantar para avaliacdo da dor em lesBGes podais, porém, tanto o teste nociceptivo de Von Frey
plantar e em torax, ndo foram ferramentas Uteis para avaliagdo da dor em modelo de contusdo
pulmonar. O estimulo com o filamento semi flexivel em térax foi capaz de detectar dor em
modelo de contusdo pulmonar 24 horas apés a lesdo, porém ndo em 1 hora ap6s contusao,
havendo uma tendéncia. Em concluséo, apds o experimento 1, observou-se a necessidade de
um refinamento na metodologia e o mesmo, interferiu positivamente nos resultados do
experimento 2.

Palavras-chave: Dor. VVon Frey. Expressdo facial.

Abstract

BASTOS, Renata Goncalves Villela. Improvement of pain assessment protocols for
pulmonary contusion model and foot injury in rats. Rio de Janeiro, 2018. Dissertacdo de
Mestrado Profissional de Formacdo em Pesquisa Biomédica — Instituto de Biofisica Carlos
Chagas Filho, Centro de Ciéncia da Saude, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de
Janeiro, 2018.

In animal experimentation, pain treatment becomes an important refinement factor in research.
The presence of pain may create greater variability and less reliability in the experimental

results. The only validated method for assessing pain in rodents (rats) is the Facial Expression

Ratio for Rats (EEFR). However, although it is a useful and reliable tool, there is already data



in the literature that discusses its low sensitivity and the need for other tools in different models.
Von Frey's nociception method has as main objective the evaluation of pain due to foot injury
or the evaluation of hyperalgesia. Recently, this technique was proposed to be performed in the
plantar region as well as in the abdominal (injury region) and inguinal region for the evaluation
of pain in the model of laminectomy, pancreatitis and repair of inguinal hernia, respectively.
These models served as an impulse for evaluation of the Von Frey nociception method to be
used as a tool for assessing pain in the pulmonary contusion model, and for evaluation of which
the RFE was not very sensitive. The main objective of this work was to evaluate the sensitivity
of the technique of the EPSF, Von Frey plantar and in the chest and semi-flexible in the chest
as tools for evaluation of the pain in model of pulmonary contusion and foot injury. To develop
a POP 1 for the use of Von Frey plantar for evaluation of pain in the model of foot injury in the
Laboratory of Physiology of Respiration (LFR). To develop a SOP 2 for the use of tools that
are effective in evaluating pain in a pulmonary contusion model in the FFR and to compare the
results obtained in experiments 1 and 2. Two experiments were performed with 3 experimental
groups for pain evaluation 1 and 24 hours after foot injury and pulmonary contusion using the
EPSF methods, VVon Frey nociceptive plantar and chest test, and the semi-flexible filament
thorax test. The results demonstrated a low sensitivity of the facial expression scale to assess
post-injury pain in both experiments. In experiment 1, VVon Frey's two nociceptive tests and the
semi-flexible filament test showed reduction of the pain threshold in the 3 groups, even in the
control group, so the experiment was not useful to evaluate the effectiveness of the techniques.
In the experiment 2, with the refinement of the methodology, the use of noonceptive VVon Frey
plantar test was evaluated for the evaluation of pain in foot injuries, however, both VVon Frey's
nociceptive plantar and chest test were not useful tools for evaluation of pain in a pulmonary
contusion model. The stimulation with the semi-flexible filament in the thorax was able to

detect pain in a model of pulmonary contusion 24 hours after the injury, but not in 1 hour after



contusion, with a tendency. In conclusion, after experiment 1, the need for a refinement in the

methodology was observed and the same, interfered positively in the results of the experiment

2.

Key words: Pain. VVon Frey. Facial expression.
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1. INTRODUCAO

1.1 Dor e a importancia do seu tratamento na pesquisa biomédica

Segundo a Associacdo Internacional para o Estudo da dor (IASP, 1979), a dor foi
definida como uma experiéncia sensorial e emocional desagradavel associada a leséo tecidual
real ou potencial. Este conceito; designado para a espécie humana, tem sido, amplamente,
utilizado para animais. Em 2017, foi escolhido pela IASP (International Association for the
Study of Pain) como o ano de luta contra a dor apdés cirurgias. A IASP constituiu um grupo de
trabalho, com o objetivo de disseminar informacdo sobre a dor pds-cirargica, realizar acdes
educativas com profissionais de satde que lidam com este tipo de dor em suas relagcdes com
pacientes, aumentar a percep¢do da dor pds- cirlrgica de gestores publicos, meios de

comunicagdo e publico em geral (IASP, 2018).

A nocicepcdo é o componente fisiolégico da dor, que consiste num processo de
transducdo, transmissdo e modulacdo de estimulos neurais a partir de uma lesdo tecidual real
ou potencial e resultando na percepcdo consciente destes estimulos no cortex cerebral
(HANSEN, 1997; LAMONT et al., 2000). No cértex cerebral, o estado psicoldgico, fisico e
crencas individuais interferem na etapa de percepgdo, tornando a dor uma experiéncia
individual (MELZACK & WALL, 1987). Se a nocicepcao fosse equivalente a dor, o problema
da avaliagdo da dor ndo existiria. Para avaliacdo de pacientes, simplesmente, iria mensurar a
intensidade da atividade do sistema nervoso periférico ou central em resposta a um dano
tecidual e promover terapia analgésica até que a nocicepgdo estivesse ausente (HANSEN,
1997). Entretanto, a dor é uma experiéncia e ndo apenas uma resposta fisiolégica mensuravel
e, assim sendo, sua avaliacdo € bastante dificil. A experiéncia de dor é bastante variavel
dependendo do individuo, mesmo quando sdo aplicados estimulos idénticos em ambientes

idénticos (HANSEN, 2003). Alem da dificuldade de avaliacdo de dor pela sua subjetividade,



em animais, assim como em criangas e bebés, essa dificuldade é aumentada pela
impossibilidade de comunicacédo verbal (LANGFORD et al., 2010).

Os animais possuem um sistema nervoso semelhante ao dos seres humanos adultos,
portanto, qualquer procedimento ou leséo que seja considerado doloroso por seres humanos
adultos, também o é para animais (antropomorfismo), mesmo quando ndo ha uma evidéncia
patente de comportamento doloroso. (HASKINS et al., 1987).

A partir da década de 80, com o avanco dos estudos em fisiopatologia da dor e aumento
da preocupacdo ética da sociedade com o trato de animais, comecou a haver uma maior
preocupacdo na avaliagédo e tratamento da dor em animais e comegaram a ser desenvolvidas
escalas de avaliacdo da dor nas diferentes espécies (HOLDEN et al., 2014; FIRTH &
HALDANE, 1999; HOLTON et al., 2001). Na experimentacdo animal, o tratamento da dor se
torna importante fator de refinamento da pesquisa. O principio dos 3Rs (replacement,
refinement and reduction), desenvolvido originalmente por Russel & Burch (1959), € aceito
internacionalmente como critério para pesquisa humanitaria. O conceito de refinamento se
refere a melhorias de alojamento, cuidados e procedimentos, que minimizem dor real ou
potencial, sofrimento, estresse ou danos fisicos prolongados ou melhora do bem-estar do
animal, quando seu uso ndo pode ser substituido. Ja foi comprovado que o refinamento traz
beneficios ndo apenas para 0s animais, como também para o resultado da pesquisa (BULGER,
1987). Apesar do conceito dos 3R’s ser antigo, ainda nos dias atuais, ha muita negligéncia no
tratamento da dor de animais utilizados para pesquisa. O refinamento dos procedimentos de
pesquisa envolvendo animais depende, em parte, de vias efetivas para prevenir e aliviar a dor
que requer métodos eficazes e confidveis para detectar e quantificar a mesma (ROUGHAN &
FLECKNELL, 2003).

Além das questBes éticas no tratamento dos animais de experimentacdo, a dor produz

diferentes efeitos deletérios que levam ao desencadeamento de resposta sistémica



neuroenddcrino-metabdlica e imunoldgica. Por exemplo: a dor aguda e o estresse, que
geralmente ocorrem apds o trauma cirdrgico, provocam alteragcGes nas respostas somaticas,
autondmicas, metabolicas (aumentam os niveis de glicose e diminuem os niveis de insulina),
hormonais (aumento de ACTH, cortisol, horm6nio antidiurético, catecolaminas, aldosterona,
renina, angiotensina Il e testosterona) e psicoldgicas (WEISSMAN, 1990; WASSEF et al.,
1998). Como consequéncia, pode-se observar catabolismo muscular proteico, lipolise, retencéo
hidrica e sddica, e ainda excrecdo de potassio (WEISSMAN, 1990). Clinicamente, o estresse
também pode retardar o tempo de cura (WEISSMAN, 1990) e ainda gerar efeitos severos para
0 paciente humano. No sistema cardiovascular, ocorre constricdo arteriolar e venosa com
consequente aumento da pressédo arterial e diminuicdo da capacitancia venosa; aumento da
contratilidade e da frequéncia cardiaca, gerando aumento do consumo de oxigénio (O2) pelo
miocardio, causando hipoxia, isquemia e arritmias cardiacas (GAYNOR et al., 1999).
Considerando tais alteracdes, os resultados de pesquisas com animais que desconsiderem a
avaliacdo e o tratamento da dor, estardo fortemente influenciados pelos efeitos deletérios da dor
na fisiologia, criando maior variabilidade e menor confiabilidade (WEISSMAN, 1990). Entre
as alteracGes no sistema respiratério em animais com dor podem ser citadas: variagdes no ténus
vascular pulmonar; aumentos nas concentracdes de didxido de carbono no ar expirado;
diminuicdo da capacidade residual funcional, o que pode levar a atelectasias e, por
conseqiiéncia, hipoventilacdo e hipdxia. O aumento da concentracdo plasmatica de
catecolaminas pode ainda diminuir a motilidade intestinal e o fluxo sanguineo para o 6rgéo, o
que pode ocasionar isquemia e facilitar o crescimento e translocacdo bacterianas. (HAMIL et

al., 1994).

A dor e o sofrimento podem prejudicar o desenvolvimento do cérebro, cognicéo,
memoria, aprendizagem, resisténcia a patologia induzida pelo estresse, imunocompeténcia,

progressdo da doenca e expressdo comportamental (EISENBERGER & COLE, 2012).



Descricéo e atengéo a anestesia, analgesia e criagdo, incluindo o conhecimento veterinario, sdo
fundamentais para produzir resultados cientificamente confidveis (ROLLIN, 2009; FESTING
& ALTMAN, 2002; NEMZEK et al., 2004). Os métodos para monitorar e tratar o sofrimento
animal devem ser descritos para garantir 0 bem-estar dos animais e resultados confiaveis

(GALLEY, 2010).

1.2 Escalas de avaliacdo da dor unidimensionais e multifatoriais

Em humanos adultos, sdo bastante utilizadas escalas em que o proprio individuo define
de forma subjetiva o grau de dor que estd experimentando, como na Escala Analoga Visual
(VAS), que se trata de uma linha com marcacédo do ponto zero e 100, para que defina quanto de
dor considera estar; ou numérica, em que marco o numero de zero a 10 que considerada
relacionado com sua dor (HOLTON et al., 1998). Além disso, as escalas unidimensionais em
animais (escala numérica de avaliacdo) possuem a limitacéo de serem capazes de acessar apenas
a intensidade da dor, deixando de considerar as qualidades sensorial e emocional da dor
(MORTON et al., 2005). Entretanto, ha uma diferenca fundamental entre pessoas e animais, ja
que pacientes humanos definem o escore de sua propria dor, enquanto em animais 0s escores
devem ser assinalados por observadores (HOLTON et al., 1998).

Para reduzir a variabilidade entre observadores e avaliar a dor de forma mais completa,
foram criadas as escalas multifatoriais, baseadas em avaliacBes semi-quantitativas. Foram
concebidas inicialmente para criancas e bebé&s e depois comecaram a ser empregadas
especificamente para determinadas espécies animais (HANSEN, 1997). A principal vantagem
destas escalas é que minimizam o efeito das crencas e preconceitos do observador durante o
processo de avaliagdo, seu uso rotireiro aumenta a probabilidade de intervencdo analgésica
guando comparado a seu uso a partir de julgamento clinico. Entretanto, também apresentam

limitagdes. Dentre suas desvantagens principais, esta o fato de necessitarem de um treinamento



prévio do observador para seu uso e também que tomam um tempo maior para a avaliagdo que
a avaliacdo clinica rotineira. Além disso, muitas delas foram criadas para um procedimento
especifico e sua modificacdo, para que possa ser utilizada de forma mais ampla, reduz a
sensibilidade e pode levar a sub-avaliagéo da dor. Apesar de tais limitacGes, escalas objetivas
baseadas em observadores ajudaram a melhorar, consideravelmente, a avaliagdo e tratamento
da dor em diversos servigos e criam um direcionamento para medicina veterinaria (HANSEN,
1997).

Estas escalas se baseiam na avaliagdo de determinados parametros como por exemplo:
postura, vocalizagdo, autolimpeza e piloere¢do, variacdo de peso, frequéncia cardiaca e
respiratdria, alteragdes hormonais dentre outros fatores, e atribuicdo de pontos para cada um
deles, dependendo da condigdo do animal. Apds isso, se somam os valores e se decide o resgate
analgésico (ou eutanasia precoce, em caso de animais de pesquisa). H& escalas que consideram
apenas parametros comportamentais (REID et al., 2007; HOLTON et al., 2001; HENDRIX et
al., 1996) e outras, dados comportamentais e fisiolégicos (MORTON & GRIFFITHS, 1985;
FIRTH & HALDANE, 1999; HELLYER, 2005; WAGNER et al., 2008). Apesar de terem sido
descritas para cdes e em menor nimero para gatos (BRONDANI et al, 2013), ainda ndo foi
descrita uma escala de avaliacdo multifatorial para roedores, 0 que poderia ser bastante Util para
aplicacdo na pesquisa biomédica.

Um modelo comportamental desenvolvido por Yang et al. (2009) para avalia¢do da dor
causada pelo movimento dentério (deslocamento dos dentes) em ratos usando a atividade de
limpeza da face, onde ratos machos foram filmados depois do movimento dentario experimental
e seu comportamento de limpeza facial foram avaliados. O movimento do dente produziu um
aumento significativo na duragdo de comportamento de limpeza bucal, que foi reduzido por

administracdo de morfina.



1.3 Escala de Expresséo Facial

Dentre as formas de avaliar a dor, as escalas de expresséo facial constituem ferramentas
Uteis para avaliar dor e analgesia em popula¢fes que ndo apresentam possibilidade de
comunicacdo verbal (bebés, criangas, pessoas com déficit cognitivo e, mais recentemente, em
animais) (LANGFORD et al., 2010). Apesar de evidéncias prévias de que mamiferos, inclusive
roedores, sdo capazes de utilizar expressao facial para demonstrar estados emocionais (GRILL
& NORGREN, 1978), apenas h& cerca de oito anos atras, foi desenvolvida a escala de expressao
facial para camundongos (EEFC) (LANGFORD et al., 2010) e a escala de expressao facial para
ratos (EEFR) (SOTOCINAL et al., 2011). Estas duas escalas para camundongos e ratos, sdo as
duas unicas escalas validadas por Langford et al. (2010) e Sotocinal et al. (2011)
respectivamente para a utilizacdo em roedores, e vém sendo aplicadas para o refinamento de
determinados modelos experimentais (DE RANTERE et al., 2015; HAMPSHIRE &
ROBERTSON, 2015; LEACH et al., 2012; LONG et al., 2015; MILLER & LEACH, 2015;
WAITE et al., 2015; WHITTAKER et al., 2015 ).

A escala de expressao facial para ratos foi desenvolvida e caracterizada, a partir da
utilidade conhecida das escalas de codificacdo facial (unidimensionais) para a quantificacéo
da dor em populagdes humanas néo verbais (WILLIAMS, 2002), e a predi¢do de Darwin de
que animais ndo humanos exibem expressoes faciais similares a estados emocionais como

seres humanos (DARWIN, 1872).

A EEFR e a EEFC sdo compostas respectivamente por quatro e cinco "unidades de a¢do"
facial (compressao orbital, nariz e bochechas achatadas (ratos)/ inchados (camundongos),
posicao das orelhas e vibrissas alteradas) pontuadas em uma escala de 0-2 para cada unidade
(totalizando 8 pontos) para a sua proeminéncia em fotografias tiradas de video digital em
qualquer condicgéo de dor (Figura 1 e 2). Demonstrou-se que a escala de expressao facial para

camundongos exibe elevada precisao e confiabilidade, é Gtil para quantificar a dor moderada



(de alguns minutos a cerca de um dia), é sensivel para a detec¢do de efeitos analgésicos fracos
e pode representar uma medida de resposta afetiva do animal para dor (LANGFORD et al.,

2010).

Pontuacéo

Expresséo facial

“0”
ﬂ\!‘
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‘
Figura 1: Escala de Expressdo Facial para Ratos. E composta por quatro "unidades de acéo" facial (representadas
pelas lacunas horizontais): A- Compressao orbital, B- Nariz e bochechas achatados, C- Posi¢do das orelhas, D-

Vibrissas alteradas. E realizada uma pontuagio em uma escala de 0-2 (representada pelas lacunas verticais) para
cada unidade (totalizando 8 pontos) (SOTOCINAL et al., 2011)




Pontuacéo

Expressao facial

Figura 2: Escala de Expressdo Facial para Camundongos. E composta por cinco "unidades de ag&o" facial
(representadas pelas lacunas horizontais): A- Compresséo orbital, B- Nariz inchado, C- Bochechas inchadas, D-
Posicao das orelhas, E- Vibrissas alteradas. E realizada uma pontuacio em uma escala de 0-2 (representada pelas
lacunas verticais) para cada unidade (totalizando 10 pontos) (LANGFORD et al., 2010)

A EEFR foi criada, pois apesar de serem utilizados pardmetros semelhantes nas quatro
unidades de acéo facial, algumas varia¢fes foram percebidas entre a expressdo facial de ratos e
camundongos (SOTOCINAL et al., 2011). No camundongo, o nariz e a face tém uma aparéncia

lisa, enquanto que na presenca de dor protuberéncias distintas sdo observadas tanto em regides



do nariz, quanto na face (LANGFORD et al., 2010). Em contrapartida, nas regies do nariz e
face do rato h& uma distinta protuberancia, e com a presenca da dor, a ponta do nariz achata e
alonga, fazendo com que as vibrissas achatem. Esta diferenca torna a EEFR muito mais sensivel
e precisa na deteccéo da dor em ratos do que a EEFC (SOTOCINAL et al., 2011).

A principio, tanto as escalas multifatoriais quanto as faciais podem apresentar falhas de
sensibilidade na avaliacdo, primeiro pela natureza subjetiva e incomensuravel da dor e, ainda,
pela dificuldade de avaliagdo nos animais pela incapacidade de comunicagdo (CONZEMIUS et
al., 1997; FIRTH & HALDANE, 1999; HOLTON et al.,, 1998; HOLTON et al., 2001,
MATHEWS, 2000).

A EEFC foi aplicada para avaliacdo de dor em camundongos que sofreram vasectomia,
comparando o uso da EEFC com a avalicdo de determinados comportamentos relacionados a
dor, como por exemplo, perna traseira levantada, cambalear, contorcer-se e queda. Ambos 0s
métodos foram capazes de diferenciar os animais controles dos animais que sofreram
vasectomia e ainda diferenciar tratamentos analgésicos, onde a EEFC foi um meio rapido e facil
de avaliar a dor pds-cirurgica e a eficacia do tratamento analgésico em camundongos e supera
algumas das limitacdes dos sistemas de avaliacdo de comportamento (LEACH et al., 2012). A
mesma escala, também foi utilizada para avaliar a dor ap6s uma ovariectomia em camundongos
e efeitos de analgésicos. Consideraram que a EEFC foi bastante eficaz para avaliar a dor
causada pela ovariectomia e a eficacia de analgésicos (MATSUMIYA et al., 2012). A EEFR
foi utilizada para avaliacdo de dor em ratos comparando a dor pds-operat6ria em ratos machos
apos biodpsia hepatica por laparotomia ou laparoscopia. Os autores utilizaram a escala facial de
dor validada (MATSUMIYA et al., 2012; SOTOCINAL et al., 2011) para avaliar aspectos
selecionados de aparéncia, taxa respiratoria e alteraces posturais. Avaliagdo de video foi feita
por um avaliador cego (MATSUMIYA et al., 2012; SOTOCINAL et al., 2011). Os ratos que

sofreram laparoscopia apresentaram menos sinais de dor do que os ratos submetidos a
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laparotomia (PREFONTAINE et al., 2015). Foram realizados testes de confiabilidade com a
escala de expressdo facial para ratos em um cenario heterogéneo (modelo experimental
diferente, avaliador (es), ambiente) e gerar uma pontuacdo de intervencdo analgésica para seu
uso. Evidenciam a utilidade da escala, porém, a necessidade de testes adicionais para avaliar a
interpretacdo de um cenério heterogéneo (OLIVER et al., 2014).

As escalas de expresséo facial foram desenvolvidas para roedores para avaliagao da dor
(SOTOCINAL et al., 2011; OLIVER et al., 2014) e foram utilizadas para refinar modelos
experimentais (LIAO et al., 2014; LILLEY et al., 2015) ou avaliar a eficicia de farmacos
analgesicos comuns (WAITE et al., 2015; ROUGHAN et al., 2016). No entanto, tais escalas
foram sugeridas para serem influenciadas por efeitos comportamentais ndo especificos de
opidides (LANGFORD et al., 2010) e a posterior validacdo deve ser realizada para determinar
se elas sdo um método adequado de avaliacdo da dor ap6s administracdo de morfina.

Com relagdo a aplicacdo da escala de expressao facial apds o uso de opiddes (por
exemplo: morfina) citado acima, em um estudo, avaliaram se a morfina intratecal poderia
fornecer analgesia para prevenir a dor em ratos submetidos a laparotomia, sendo avaliado pela
analise de alteracGes comportamentais e a escala de expressao facial de ratos. O estudo foi
dividido em duas fases, onde a primeira fase (controle) avaliou o efeito da morfina,
administrada via SC ou intratecal (IT) no comportamento e expressdes faciais em ratos sem
dor. A segunda fase avaliou efeitos semelhantes em ratos apos cirurgia abdominal com dor
aguda. Na fase 1, ap6s 1 hora, os ratos que receberam NaCl (IT) apresentaram um escore EEFR
menor do que os ratos que receberam NaCl (SC). Apos 4 horas, a pontuacdo da EEFR total foi
menor nos ratos do grupo de NaCl (IT) em comparacdo com NaCl (SC) e grupos de morfina
(SC) e (IT) em comparacdo com 0s respectivos grupos de controle, o que leva a questionar a
especificidade da escala com relagdo a dor, j& que ndo deveria haver diferenga entre esses dois

grupos. Na fase 2, os indices de EEFR que receberam NaCl (IT) mudaram ao longo do tempo:
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o0s escores foram menores em comparagdo com as 8 horas ap6s a laparotomia, mas ndo em
outros pontos de tempo. Resultados semelhantes foram obtidos para ratos submetidos a cirurgia
simulada o que também indica baixa eficacia da escala facial. Os indices para ratos que
receberam morfina permaneceram similares ao longo do tempo se o medicamento fosse
administrado por via SC, mas foram maiores 8 horas apos cirurgia, se a morfina fosse injetada
(IT). Os ratos tratados com morfina (SC e IT) apresentaram valores da EEFR menores do que
os ratos do controle (NaCl IT) 1 hora apds a cirurgia. Enquanto a EEFR pode ter vantagens para
a avaliacdo da dor em ratos em comparagcdo com a pontuacdo dos comportamentos de dor, a
morfina pode impactar na expressao facial de ratos sem dor e influenciar o uso da EEFR, em

animais medicados com opiodides (THOMAS et al., 2016).

1.4 Método de avaliacdo mecéanica da nocicep¢do — VVon Frey

Sendo a avalia¢do de dor t&o subjetiva, em diversos estudos de avaliacdo de dor em
condicdes de hiperalgesia central ou alodinia, sdo utilizados testes nociceptivos, como por
exemplo, o teste nociceptivo de Von Frey (CUNHA et al., 2004; GUNDUZ et al., 2011; ZHAO
et al., 2004; ZHAO et al., 2009).

O teste nociceptivo de Frey Von é amplamente utilizado para pesquisas de avaliacdo
de dor e alodinia em animais, mas ndo é usado de forma rotineira em animais que estejam
participando de estudos que envolvam dor. J& em humanos, € utilizado rotineiramente (ZHAO
et al., 2004).

Este método consiste em testar a sensibilidade mecéanica dos animais (se possuem dor
ou ndo), onde os mesmos sdo alocados em uma caixa de acrilico com base aramada e a alodinia
mecanica é testada utilizando os filamentos de VVon Frey na regido plantar no caso de leséo
podal (WU et al., 2017) ou em casos de lesbes em locais distintos, como no caso da

laminectomia citado por Lu et al. (2018) ou a aplicagdo do teste nociceptivo de Von Frey na
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regido da lesédo, como por exemplo, na regido inguinal conforme descrito por Bree et al. (2015)
com o auxilio de um aparelho chamado analgesimetro digital que determina as pressfes obtidas
por cada filamento (WU et al., 2017) e é determinado o limiar mecéanico que resulta no reflexo
de retirada da pata (ZHAO et al., 2004) ou esquivar-se do filamento no caso da aplicacdo do
teste nociceptivo de Von Frey na regido da lesdo (como na regido inguinal para avaliacdo de

dor pos-cirdrgica) (BREE et al., 2015) ou na regido abdominal (Liao et al., 2018).

De forma mais elucidativa, foram consideradas respostas positivas ao estimulo: retirada
da pata (CABANERO, 2009; JINGE et al., 2017) e flex4o da pata, desconsiderando o ato de
caminhar (TIWARI, 2011). Em regido inguinal ou abdominal, as respostas positivas
classificadas foram: esquivar-se, lamber-se, retirada da area onde ocorreu a aplicacdo do
filamento ou imediatamente apos a aplicacdo do mesmo, respostas consideradas por Bree et al.

(2015).

O analgesimetro de VVon Frey, é constituido por uma haste aonde eram conectados 0s
filamentos flexiveis ou semi flexivel, que ficava ligado a um aparelho capaz de medir a forca
méaxima aplicada. A estrutura onde sdo mantidos os animais durante o teste, é constituida em
madeira ou metal, acrilico e uma grade aramada. A base deve permitir o movimento do animal
e é recoberta pela grade aramada com aberturas de cerca de 0,5 cm de lado, que permite a
realizacdo do teste, mas sem que as patas dos animais se prendam ou ultrapassassem 0s espacos

(WU et al., 2017).

Os filamentos sdo geralmente de nylon que é um material higroscépico e por isso, a
forca necessaria para o dobramento varia muito dependendo da temperatura e umidade
(ANDREW, 1993). Os diferentes filamentos (distintos fabricantes) produzem variagdo de
pressdo e estimulo doloroso, por isso, é dificil comparar dados de laboratérios diferentes

(MOLLER, 1998).
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1.4.1 Aplicacdo em lesBes podais

Em lesbes podais, autores demonstraram um efeito analgésico dose-dependente de
nanoparticulas (NPs) de oxido de ferro 111 (FesO4) em um modelo de dor inflamatéria cronica
por Adjuvante Completo de Freund administrado via subcutania na regido plantar. A alodinia
mecanica foi testada utilizando os filamentos de von Frey, tendo como resultado, a producao
de analgesia quando injetado FesO4 NPs (5 mg) na pata lesionada em comparagdo ao grupo
controle que foi utilizada solucéo salina (WU et al., 2017).

Zhu et al. (2006) avaliaram comportamentos nociceptivos em um modelo de incisdo
cutanea e/ou muscular da pele na superficie plantar da pata traseira de ratos. A alodinia
mecanica, foi observada durante varios dias apds a cirurgia (BRENNAN et al., 1996;
POGATZKI et al., 2002; ZAHN & BRENNAN, 1998). Formaram 3 grupos experimentais:
incisdo muscular da pele por alodinia mecanica; incisdo muscular da pele ou somente inciséo
na pele, foram examinados para comportamentos nociceptivos. Na avaliacdo da dor através da
alodinia mecénica, a dor foi mensurada a partir do limiar de retirada da pata provocado pelos
estimulos dos filamentos do VVon Frey. Duas horas ap0s a cirurgia, o limiar de retirada da pata
lesada foi significativamente diminuido nos trés grupos em comparacéo com a pata contralateral
e a morfina aumentou o limiar de retirada da pata de forma relacionada com a dose. A morfina

ndo teve efeito sobre o limiar na pata contralateral.

1.4.2 Aplicacdo em lesfes ndo-podais

Lu et al. (2018) avaliaram o possiveis efeitos protetores induzidos por lipoxina A4
(LXA4) em caso de lesdo da medula espinhal. mostrando que o limiar de retirada da pata nos

grupos com lesdo medular e grupo tratado com LXA4 foi menor em comparagdo ao grupo
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controle, indicando que a lesdo medular produziu hipersensiblidade central mecanica
significativa e acdo protetora do LXAA4.

O objetivo do estudo de Bree et al. (2015) foi desenvolver e caracterizar um modelo de
rato anatomicamente relevante da dor pds-operatdria aguda associada ao reparo da hérnia
inguinal. O método utilizado para avaliacdo da dor, foi o teste de Von Frey, onde os filamentos
sdo comumente usados na superficie plantar da pata traseira e os autores, ao inves disso,
aplicaram os mesmos perpendicularmente a esquerda ou a direita (5 vezes, alternando entre 0s
lados) do local da ferida cirdrgica. A resposta sensorial a estimulacdo de von Frey ndo foi
significativamente diferente entre grupos controle e cirurgico, como também entre 0s grupos
de incisdo e cirurgia. Para esses autores, os limiares de VVon Frey realizados na regido abdominal
ndo parecem ser um indice Util de dor poés-cirurgica neste modelo em particular.

Shahid et al. (2017) corroboraram ainda mais a eficacia da Bacopa monnieri contra a
dor neuropatica em um modelo de rato bem caracterizado de lesdo crénica da constricdo do
nervo ciatico usando os paradigmas bem conhecidos de testes comportamentais de alodinia e
hiperalgesia. Houve uma diminuicdo no limiar nociceptivo no grupo com leséo de constri¢éo
crébnica com relacdo ao grupo controle. A administracdo isolada de Bacopa monnieri ou
Gabapentina aliviou a nocicepcdo a estimulos de pressdo estatica. Nos grupos de operacao
simulada nenhuma alodinia estatica foi observada.

Liao et al. (2018) investigaram o efeito da histona desacetilases 2 (HDAC2) na alodinia
da pancreatite cronica (PC). O AR-42 pode atenuar a dor crénica induzida por PC, detectado

por avalicdo com filamentos de VVon frey sem interferir com o comportamento bésico da dor.

1.5 Filamento semi flexivel
A técnica do filamento semiflexivel utiliza um filamento de nylon mais espesso que 0s

filamentos de Von Frey tradicionais (Figura 3). E utilizado para uma adaptacio do método de
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\on Frey, em que é feito estimulo com um dnico filamento ao invés de estimulos crescentes de
forca com diferentes filamentos. Uma desvantagem do método € que a variagdo de pressédo se
da de forma mais rdpida que usando filamentos com espessuras crescentes, e assim ha menor
sensibilidade no valor de forga que gera a resposta positiva. Uma vantagem € que o teste pode
ser executado de forma mais répida, o que se trata de um fator importante para utilizacdo do
método como ferramenta de refinamento para avaliacdo de dor em estudos em que essa

avaliacdo ndo é objetivo principal do estudo (ANDREW, 1993).

Figura 3: Filamento semi flexivel utilizado na regido do apéndice xiféide (torax)

1.6 Modelos experimentais de dor
As técnicas de avaliacdo de dor supracitadas (EEFR, teste nociceptivo de Von Frey e
filamento semi flexivel), foram utilizadas para avaliar a mesma 1 hora e 24 horas apds o

procedimento das seguintes lesdes.

1.6.1 Lesdo podal

Os modelos de dor inflamatdria ou neuropética sdo amplamente utilizados em estudos

sobre dor, de uma forma mais usual para a avaliacdo da eficacia de novos farmacos analgésicos.

1.6.1.1 Uso de Acido Tormentico
O acido tormentico € um triterpeno pentaciclico natural que se encontra em uma

variedade de plantas, como Ocotea suaveloens, Desfontainia spinosa, Hyptis capitata e
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Vochysia divergens Pohl (BEIRITH et al.,1999; HOUGHTON & LIAN, 1986; LEE et al.,
1988; HESS & MONACHE, 1999).

Bortalanza et al. (2002) mostraram anteriormente que um extrato de O. suaveolens e
do &cido tormentico isolado da casca do caule desta planta, produziu antinocicep¢éo relacionada
a dose contra as respostas agudas viscerais, neurogénicas e inflamatorias.

Bortalanza et al. (2002) utilizaram dois modelos de dor crénica com les&o na pata, para
avaliar a acdo anti-alodinica (analgésica) do &cido triterpeno pentaciclico (onde apresentou
resposta positiva) administrado por via oral em camundongos: Modelo de dor neuropatica,
causada pela ligadura parcial do nervo ciatico e modelo de dor inflamatéria. Para producdo de
neuropatia crénica uma ligacao parcial do nervo ciatico foi feita por amarracdo de 1/3 a 1/2 da
porcao dorsal do nervo ciatico. Modelo similar foi descrito para ratos por Seltzer et al. (1990)
e para camundongos por Malmberg & Basbaum (1998). Para produzir uma resposta
inflamatoria crénica, camundongos foram injetados com 0,02 ml de Adjuvante Completo de
Freund (Mycobacterium tuberculosis) por via subcutanea na superficie plantar da pata direita
traseira (CAO et al., 1998; FERREIRA et al., 2001). Esta dose do Adjuvante Completo de

Freund produz significante inchago na pata traseira e alodinia.

1.6.1.2 Uso de Adjuvante Completo de Freund

A injecdo de Adjuvante Completo de Freund (composto por Mycobacterium
tuberculosis; Sigma, St. Louis, MO, USA) na superficie plantar do rato (Figura 4) ou
camundongo, induz dor e inflamacéo na pata ipsilateral e ndo se visualiza alteracéo, na pata
contralateral. Esses efeitos sdo mediados pelos mecanismos do sistema nervoso periférico e
central ao nivel da medula espinhal e envolvem a liberagdo de varios mediadores inflamatorios,

como glutamato excitatorio de aminoacidos e neuropeptideos de fibras C, incluindo
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taquiquinina (CODERRE, 1993; CODERRE & YASHPAL, 1994; CODERRE & MELZACK,

1992; SAMAD et al., 2001).

Figura 4: Superficie plantar direita. Local onde foi realizada a lesdo podal (regido central da pata)

Kitagawa et al. (2005) verificaram as alteracdes no Sistema Nervoso Central (SNC)
induzidas por inflamacéo periférica com o avanco da idade. Foi comparado o comportamento,
a inflamacéo periférica e as alteracdes na atividade dos neurdnios nociceptivos da espinha
dorsal entre os ratos idosos e adultos ap06s a inflamacdo da pata traseira esquerda, através da
injecdo via subcutanea de 0,05 ml de Adjuvante Completo de Freund. O limiar de retirada da
pata dos ratos adultos foi significativamente maior do que a dos ratos idosos, sugerindo que o

comportamento dos ratos adultos foi mais fortemente afetado pela inflamacéo.

1.6.1.3 Uso de Formalina

Meert & Vermeirsch (2005) testaram os efeitos colaterais e eficacia analgésica de alguns
opidides utilizados em contextos clinicos de ratos. Para avaliagéo da eficécia, dentre outros, foi
desenvolvido o modelo de dor inflamatoria induzida quimicamente por formalina.

O teste de formalina é um procedimento quimico de nocicepcdo (DUBUISSON &

DENNIS, 1977). Os ratos receberam uma Unica injecdo de formaldeido (50ul, 1.75%) nas
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hipodermes plantares da pele da pata traseira esquerda. Dentro de segundos 0s ratos comegaram
a recuar a pata rapidamente, onde esta é a resposta da fase | que é medida durante os primeiros
10 minutos. A seguinte fase Il é medida durante 50 minutos e representa o estado mais tonico.

Nas duas fases é observado comportamento de cambalear ap6s formalina.

1.6.2 Contusao pulmonar

Os ratos tém sido utilizados como modelo de leséo pulmonar desde meados do século
XIX. Estes animais tém sido preferidos nas investigagdes pulmonares devido a maior
disponibilidade de provas moleculares e a um maior conhecimento do seu sistema imunologico
em relacdo a animais de maior tamanho (IRVIN & BATES, 2003). Os modelos murinos tém
sido amplamente utilizados em pesquisa (ALTEMEIER et al., 2004; CHIUMELLO et al.,
1999; RICARD et al., 2001) e conseguem reproduzir algumas caracteristicas da lesao epitelial,
resposta inflamatéria aguda e alteragcbes mecanicas.

Forgas fisicas que atuam sobre a parede toracica intacta, podem produzir uma variedade
de lesBes, incluindo pneumotdrax, hemotorax, fraturas de costelas, contusdo cardiaca, grande
laceragcdo em vasos e contusdo pulmonar (SHEPARD, 1969).

A contusdo pulmonar é um trauma comum que afeta pacientes vitimas de traumatismo
em unidades de terapia intensiva. E a lesio mais frequente resultante de trauma torécico, que
afeta 17-25% dos pacientes adultos com este diagndstico (COHN, 1997). E um fator de risco
independente para o desenvolvimento de lesdo pulmonar aguda, sindrome do desconforto
respiratdrio agudo, e pneumonia associada a ventilagdo (MILLER, 2001).

O quadro patologico da contusdo pulmonar inclui ruptura dos alvéolos e vasos
sanguineos com hemorragia intersticial e alveolar, inflamag&o, aumento do shunt pulmonar e
perda de complacéncia. A gravidade da lesdo depende da quantidade de tecido pulmonar

contundido. As lesGes podem variar a partir de areas de hemorragia clinicamente indetectaveis
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até massiva consolidacdo com hemorragia de um ou de ambos os pulmées (SHEPARD, 1969;
COHN, 1997).

A resposta inflamatoria inata desencadeada por uma contusdo pulmonar envolve o
recrutamento de leucdcitos do sangue, a ativacdo de macrofagos de tecidos, e na producgéo de
uma série de diferentes mediadores, incluindo citocinas, quimocinas, radicais de oxigénio,
metabolitos do &cido araquiddnico e os componentes das cascatas do complemento e
coagulacdo (RAGHAVENDRAN et al., 2009).

Estudos que investigam a fisiopatologia e mecanismos celulares / moleculares de
contusdo pulmonar requerem o uso de modelos animais reproduziveis significativos. Varios
modelos de contusdo pulmonar foram desenvolvidos, particularmente em animais grandes,
como caninos, suinos e macacos. Embora esses modelos tenham aplicacBes especificas
importantes, eles também tém limitac6es que podem incluir mortalidade frequente, indugédo de
trauma torécico aberto, presenca de traumatismo penetrante e contundente e / ou a existéncia
de traumatismos cardiacos concomitantes substanciais. Outra desvantagem de modelos de
grandes animais de contusdo pulmonar para investigacdes mecanicistas é a falta de sondas
moleculares e outros reagentes especificos para células e mediadores, que sdo muito mais
amplamente disponiveis para animais pequenos, como camundongos e ratos. Estudos em
espécies de pequenos animais também podem geralmente ser feitos com maior facilidade e
menos custo em comparagdo com estudos de grandes animais. Atualmente, ndo existe um
modelo com pequeno animal confiavel e reprodutivel para contusdo pulmonar bilateral isolada,
porém, resultados indicaram que este modelo com pequeno animal com térax intacto seria Util
em futuros estudos mecanicistas sobre a fisiopatologia e terapia da contusdo pulmonar

(RAGHAVENDRAN et al., 2005).
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1.6.2.1 Desenvolvimento da técnica

No estudo de Raghavendran et al. (2005), uma versdo modificada de um modelo
previamente descrito de contusdo pulmonar bilateral foi utilizado, deixando cair um peso
cilindrico de aluminio oco (0,3 kg) através de um tubo vertical de ago inoxidavel sobre uma
plataforma Lexon apoiada no peito (térax) do animal. A plataforma foi suspensa em guias de
teflon para minimizar o atrito e facilitar a transferéncia de energia para o animal anestesiado.
Uma caracteristica chave do modelo foi um escudo de protecao precordial (Plexiglas), que foi
anexado a superficie inferior da plataforma Lexon e diretamente em contato com o térax. Este
escudo protegeu o coragdo da contusdo e dirigiu a energia de impacto para as regioes laterais
do térax. Com a marcacdo do apéndice xifoide, o escudo foi colocado inteiramente no tdrax

sem intruséo no pescogo ou abdémen (Figura 5).

Figura 5: Esquematica de um modelo de contusdo pulmonar bilateral isolada em rato. O animal anestesiado, foi
posicionado em decubito dorsal na base, o escudo protetor e a plataforma dispostos sobre o térax do animal. O
tubo vertical de aco inoxidavel colocado sobre a plataforma permitiu com que o peso cilindrico caisse sobre o
torax a partir do segundo furo do tubo como demonstrado na figura (RAGHAVENDRAN et al., 2005)

As alturas para o peso cilindrico oco em cima do térax foram calculadas para gerar
energias externas de impacto no torax de 1,8, 2,0, 2,2, 2,45 e 2,7 J (RAGHAVENDRAN et al.,
2005), que correspondem as alturas no tubo vertical de ago inoxidavel.

Uma melhor compreensdo dos mecanismos fisiopatologicos e dos processos celulares

que ocorrem em lesdo de contusdo pulmonar isolada, poderiam melhorar significativamente o
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diagndstico, prognostico e tratamento dessa condicdo tdo importante (RAGHAVENDRAN et
al., 2005). E através desses modelos de contusdo, o entendimento desses processos e

mecanismos, pode ser adquirido.

2. JUSTIFICATIVA

O Unico método validado para a avaliagdo de dor em animais € a escala de expressdo
facial para ratos (SOTOCINAL et al., 2011). Porém, apesar de ser uma ferramenta util e
confidvel, ja ha dados na literatura que discutem a sua baixa sensibilidade (THOMAS et al.,
2016). Por isso, é necessario o desenvolvimento de outras ferramentas para a avaliacdo da dor
em ratos em diferentes modelos experimentais. O método de nocicepgdo de Von Frey vem
sendo utilizado em diversas publicaces cujo objetivo principal é a avaliacdo de dor por lesdo
na regido podal (YUE et al., 2018) ou para a avaliacdo de hiperalgesia (SHAHID et al., 2017).
Mais recentemente, essa técnica foi proposta para ser realizada tanto na regido plantar para a
avaliacdo de dor no modelo de laminectomia (LU et al., 2018), na regido abdominal (regido da
lesdo) para a avaliacdo de dor no modelo de pancreatite (LIAO et al., 2018) e na regido inguinal
para avaliacdo da dor no modelo de cirurgia para reparacdo de hérnia inguinal (BREE et al.,
2015).

Tais publicacBes supracitadas serviram como impulsdo para avaliacdo do método de
nocicep¢do de VVon Frey para ser utilizada como ferramenta de avaliacdo de dor no modelo
experimental de contusdo pulmonar, e para avaliacdo do qual a EEFR se mostrou pouco

sensivel.
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OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar as metodologias mais eficazes para avaliagdo da dor em modelo de contusdo

pulmonar e leséo podal.

3.2 Objetivos especificos

4.

Avaliar a sensibilidade da técnica de EEFR, VVon Frey plantar e em torax e semiflexivel
em térax como ferramentas para avaliacdo da dor em modelo de contusdo pulmonar e
de lesdo podal.

Desenvolver um POP 1 para a utilizacdo de Von Frey plantar para avaliacdo da dor em
modelo de lesdo podal no laboratério de fisiologia da respiragéo.

Desenvolver um POP 2 para a utilizagdo de ferramentas que se mostrarem eficazes na
avaliacdo da dor em modelo de contusdo pulmonar no laboratorio de fisiologia da
respiracao.

Comparar os resultados obtidos com método de VVon Frey plantar, térax e filamento
semi-flexivel no térax antes e depois de treinamento do avaliador e refinamento da

metodologia.

MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais

No presente estudo, foram utilizados 48 ratos machos da linhagem Wistar, pesando entre

400 a 600 gramas, idade em torno de 12 semanas, oriundos do Biotério Central de Ratos,

localizado no Centro de Ciéncias da Saude (CCS) na Universidade Federal do Rio de Janeiro

(UFRJ)

127/16.

, estudo este aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA) com nlimero
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4.2 Grupos Experimentais

Os animais foram divididos em trés grupos experimentais: grupo contole (CTL),
animais que ndo sofreram nenhum tipo de intervencéo; grupo leséo podal (POD) por adjuvante
completo de Freund, no qual foi produzida uma leséo cronica na regido plantar direita; e o grupo
constusdo pulmonar (CP), no qual foi produzida uma contusao pulmonar.

O estudo foi dividido em dois experimentos: no experimento 1 foram utilizados 9
animais em cada grupo (total: 27 animais) e no experimento 2, foram utilizados 9 animais no
grupo controle, 6 animais no grupo CP e 6 animais no grupo POD (total: 21 animais).

Os detalhes sobre a forma como foram realizadas as lesGes estdo descritos em

procedimentos.

4.3 Divisao e etapas experimentais

4.3.1 Experimento 1

4.3.1.1 Treinamento prévio do avaliador

No treinamento do avaliador no experimento 1, foram utilizados 5 animais piloto e
foram realizadas todas as etapas desse experimento, que detalhadas abaixo.

4.3.1.2 Aclimatacdo no biotério

Com a chegada dos animais ao biotério do LFR oriundos do Biotério Central de Ratos,
os mesmos foram aclimatados no biotério do Laboratério de Fisiologia da Respiracdo (LFR),
localizado no Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho, CCS (UFRJ) por ao menos 5 a 7 dias,
longe do local onde foram realizadas as avaliagfes. Foram mantidos em mini-isoladores com
48,3 cm de comprimento, 33,7 cm de largura, 21,4 cm de altura e area de 1154 cm?2 (Alesco,
Rio de janeiro, Brasil) dispostos em Racks Ventilados com agua e racdo ad-libidum,
temperatura (22+2 °C) e umidade (50£10%) monitoradas e controle de iluminag&o com ciclos

de 12 horas claro-escuro.
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4.3.1.3 Marcagao e tricotomia dos animais

Os ratos foram previamente anestesiados com Isoflurano (inducéo a 5% e manutengéo
a 2%), a numeracdo feita de 1 a 27 na base da cauda com caneta permanente preta e logo apos
era realizada a tricotomia (remoc&o dos pélos) na regido do apéndice xiféide com o auxilio de
uma lamina, &gua, sab&o e gaze. Apos as marcacdes e tricotomia, 0s animais eram acordados e
recolocados em seus respectivos mini-isoladores. A marcacao e a tricotomia dos animais foram
realizadas durante a semana de aclimatagdo na estrutura de acrilico e filamentos do Von Frey
ou conforme a necessidade para realizacdo das lesdes na semana experimental para posterior

uso, ou seja, de forma variavel.

4.3.1.4 Aclimatacdo na estrutura de acrilico e filamentos de Von frey

O processo de aclimatacdo consistia em manter cada animal na estrutura por 5 minutos
durante 4 dias por diferentes pessoas e nesse periodo, recebia estimulos com os diferentes
filamentos através dos orificios da rede de arame até a regido plantar direita e na regido do torax
(apéndice xifoide) (Figura 6 e 7). O objetivo da aclimatacao era adaptar o animal ao estimulo,
a presenca do avaliador e da haste do aparelho e ao ambiente da estrutura de acrilico aonde seria
mantido durante os testes. Os animais que demonstravam sinais de estreasse e agitacao apds o0s
4 dias de aclimatacdo ndo eram incluidos no estudo e seguiam em periodo de aclimatacdo por

alguns dias extras para depois serem utilizados para a coleta de dados.
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Figura 6: Estrutura de acrilico. Elaborado para a manutengao do rato para o teste de VVon Frey e em detalhe a base

aramada sobre a qual o animal fica apoiado

Figura 7: A - Analgesimetro de VVon Frey / B - Filamentos utilizados no analgesimetro
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4.3.1.5 Coleta de dados basais

Os valores basais foram coletados entre 1 e 3 dias antes da realizagdo da leséo. Para a
coleta dos valores basais, 0s animais ja aclimatados e marcados, eram filmados por 2 minutos
individualmente em uma gaiola aberta de mini-isolador, em seguida, era alocado na estrutura
de acrilico durante 15 minutos para aclimatacédo e durante os 2 minutos, foi realizada a avaliacdo
pela escala de expressdo facial para ratos (EEFR). Passados os 15 minutos, era iniciada a
avaliacdo pelo método Von Frey (aparelho analgesimetro digital), primeiro realizado na regido
plantar, técnica mais comumente descrita em literatura, e em seguida realizado no apéndice
xifoide (local da lesdo no grupo contusdo pulmonar). Em seguida, era feito um estimulo com
um filamento Unico semi-flexivel na regido do térax. Todos os tempos foram controlados por

um crondmetro.

4.3.1.6 Avaliacdo da dor 1 hora e 24 horas p6s- lesdo (avaliacdo cega)

No dia em que ocorriam as lesdes, um dos procedimentos de lesdo era realizado (o grupo
de lesdes em cada dia era aleatério). Os animais no momento pos lesdo eram colocados em
microisoladores individualmente para que ndo ocorresse a interferéncia do fator estresse. Eram
também filmados por 2 minutos individualmente em uma gaiola aberta de mini-isolador, em
seguida, era alocado na estrutura de acrilico durante 15 minutos para aclimatacdo e durante 0s
2 minutos, foi realizada a avaliacdo pela escala de expressao facial para ratos (EEFR). Passados
0s 15 minutos, era iniciada a avaliacdo pelo método VVon Frey (aparelho analgesimetro digital),
primeiro realizado na regido plantar, técnica mais comumente descrita em literatura, e em
seguida realizado no apéndice xifoide (local da lesdo no grupo contusdo pulmonar). Em
seguida, era feito um estimulo com um filamento Unico semi-flexivel na regido do torax.

Terminada a coleta de dados 24h pos lesdo, os animais foram anestesiados com

Isoflurano a 5% e eutanasiados por exsanguinacao pelo sistema porta-hepatico.
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Todos os testes realizados com o analgesimetro de Von Frey ou com filamento
semiflexivel e avaliagdo da escala de expressao facial para ratos (EEFR) foram realizados em
uma sala do laboratério separada da estrutura principal, sendo um ambiente com menor
movimentacdo de pessoas e silencioso, minimizando assim, qualquer interferéncia ambiental

externa, possivel geradora de estresse.

Desenho Experimental (Experimento 1)

Avaliagdo Avaliacao Avaliagao
EEFR ¢ EEFR e EEFR e
filmagem filmagem filmagem

2 minutos 2 minutos 2 minutos

Anestesia
Adaptagao Isogmno Adaptacao Adar;t:;ao
na 5 na estrutura TS
estrutura Execugio Loemh de acrilico
de acrilico da les3o 15 minutos 15 minutos
15 minutos

[ thora |

Eutanasia

Teste com Teste com Teste com
i/ filamentos filamentos filamentos
Diferentes de Von Frey de Von Frey dgr\:‘;“
executores plantare plantar e

5 Shca plantar e
torax térax

Test
TREINAMENTO ﬁ;sm i:g Teste com Teste com
AI’IimELMVD DO st filamentos filamentos

flexivel em

semi semi

flexivel em flexivel em
torax torax

torax

143 dias antes
da lesdo

Figura 8: Desenho experimental (experimento 1). Exemplifica todo o processo realizado em materiais e métodos
em forma de esquema, onde os pontos diferenciais deste experimento esta descrito em amarelo

4.3.2 Experimento 2

Devido aos resultados obtidos no experimento 1 que ndo condizem com o que é descrito
em literatura e também, como os autores ndo descrevem detalhadamente a metodologia, houve
um refinamento em alguns itens metodoldgicos do experimento 1 que poderiam ser possiveis
fatores de estresse aos animais levando a interferéncias nos resultados, entdo, houveram

algumas diferencas que serdo citadas a seguir.
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O experimento 2 incorpora como diferencias, cuidados extras com relacdo a
metodologia realizada no experimento 1, como: treinamento prévio mais longo do avaliador
com a realizacdo de testes piloto em cerca de 30 animais (5 animais piloto previamente ao
experimento 1 com mais 27 animais utilizados no experimento 1 que serviram como
aprendizado, j& que os resutados nao foram de acordo com o que é relatado em literatura) ja
com o dominio completo das técnicas, as aclimatacdes dos animais foram realizadas por quatro
dias, com duracédo de 10 minutos diarios, sempre pela mesma pessoa que seria responsavel pelas
avaliacOes posteriores, 0s animais foram mantidos em um biotério no mesmo local onde eram
realizadas as aclimatacOes e avaliacbes dos mesmos e eram transportados apenas para a
realizacdo das lesdes e os valores basais foram coletados sempre no mesmo dia da realizacéo
das lesbes. As marcagOes ocorreram uma semana antes das aclimatages no Von Frey e

estrutura de acrilico, ou seja, foram pouco manipulados durante a semana experimental.

Desenho Experimental (Experimento 2)

Avaliagao Avaliacao Avaliagao
EEFR e EEFR e EEFR e
filmagem filmagem filmagem
2 minutos 2 minutos 2 minutos

Anestesia
com a
Adaptagao teofliivano Adaptacao Ada;:'t:;ao
na na estrutura
*
estrutura Execugiio de acrilico :: :::‘TE)
de acrilico dalpess 15 minutos

15 minutos 15 minutos

[ thora | [ 20 |

Eutanasia

Teste com Teste com Teste com
filamentos filamentos filamentos
de Von Frey de Von Frey de Von
plantare plantar e ey

torax torax pl:grl:; *

Teste com
filamentos
semi
flexivel em

Teste com Teste com
filamentos filamentos
semi semi
flexivel em flexivel em
torax torax

torax
143 dias antes
da lesdo

No dia da lesio

Figura 9: Desenho experimental (experimento 2). Exemplifica todo o processo realizado em materiais e métodos
em forma de esquema, onde os pontos diferenciais deste experimento esta descrito em verde comparando com o
método descrito no experimento 1 representado em amarelo
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4.4 Procedimentos Experimentais

4.4.1 Execucdo das lesdes

As lesdes ocorreram no Laboratdrio de Fisiologia da Respiracao, localizado no IBCCF)
e por uma pessoa diferente da responsavel pela avaliacdo da dor (avaliador cego, ndo sabe qual
lesdo o animal possui e/ou qual grupo 0 mesmo pertence), onde seis animais por semana eram
lesionados com intervalo de 1 hora e 30 minutos entre as lesdes, para que o avaliador pudesse
ter o tempo necessario para analise sem que as avaliac@es seguintes fossem prejudicadas. O
individuo incumbido pela lesdo, além de executa-la, anotava na folha da avaliacdo da dor, o
horéario da leséo e 0 nimero do animal para que fosse entregue ao avaliador junto com o animal
lesado.

Todos os animais dos trés grupos experimentais (CTL, POD e CP) foram anestesiados
com isoflurano (inducdo a 5% e manutencdo a 2%), testando o reflexo da pata antes iniciar
qualquer procedimento. Nos 3 grupos, realizou-se a antissepsia da regido plantar direita com
gaze embebida com alcool 70%, pois no grupo controle e no grupo contusdo pulmonar, 0s
animais receberam a administracdo subcutanea na regido plantar direita com seringa e agulha
de insulina contendo 0,02 ml de solucédo salina, bem como realizado no grupo POD, mas com
a inoculacéo do Adjuvante Completo de Freund. E nos grupos controle e lesdo podal os animais
foram posicionados na plataforma anestesiados por alguns minutos conforme realizado no
grupo CP para a realizacdo da contusdo. Assim, em todos 0s grupos 0s animais passaram pela

mesma sequéncia de procedimentos.

4.4.1.1 Lesdo podal

Os animais foram anestesiados com isoflurano (indugdo a 5% e manutencdo a 2%),
testando o reflexo da pata antes iniciar qualquer procedimento, apds a anestesia, realizou-se a
antissepsia da regido plantar direita com gaze embebida com alcool 70% e a lesdo podal foi

realizada através da administracdo subcutanea na regido plantar direita com seringa e agulha
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de insulina contendo 0,02 ml de Adjuvante Completo de Freund (composto por Mycobacterium
tuberculosis; Sigma, St. Louis, MO, USA) (CAO et al., 1998; FERREIRA et al., 2001), apds a
inoculacdo, a regido era comprimida pela mesma gaze por alguns segundos para que o liquido
introduzido ndo extravazasse. Apds o despertar, os animais foram mantidos em caixas

individuais com identificagdo (nimero) do animal como citado no desenho experimental.

4.4.1.2 Contuséo pulmonar

Os animais foram anestesiados com isoflurano (inducdo a 5% e manutencéo a 2%),
testando o reflexo da pata antes iniciar qualquer procedimento, apds a anestesia, a contusao
pulmonar foi induzida por queda de um peso de aluminio cilindrico oco (0,3 kg) por meio de
um tubo de aco inoxidavel vertical de uma altura correspondente ao segundo furo (de cima para
baixo) presente no mesmo, sobre uma plataforma de acrilico repousando sobre o torax do
animal (apéndice xiféide). A plataforma foi suspensa em guias de teflon para minimizar a
friccdo e facilitar a transferéncia de energia para o animal anestesiado. Uma caracteristica
fundamental do modelo foi um escudo protetor precordial (Plexiglas), que foi anexado a
superficie inferior da plataforma de acrilico e diretamente em contato com o peito. Este escudo
protegia 0 coragdo de contusdo, e dirigiu a energia de impacto para as laterais do térax. O
escudo impediu intrusdo no pesco¢o ou no abdémen. (RAGHAVENDRAN, 2005). Apds o
despertar, os animais foram mantidos em caixas individuais com identificacdo (nimero) do

animal como dito anteriormente.

4.4.2 Avaliacdo pela Escala de Expressao Facial para Ratos (EEFR)

A avaliacdo foi realizada através da filmagem por 2 minutos (Figura 10) no momento
da coleta dos valores basais como também, na avaliacdo da dor 1 e 24 horas pds lesdo,
individualmente de cada animal em um mini-isolador aberto sem o aramado. Os parametros de

avaliacdo considerados na EEFR foram: compressao orbital, achatamento do nariz e bochechas,



31

alteracbes nas orelhas e alteragfes de vibrissas (SOTOCINAL et al., 2011). E foram
consideradas trés pontuacdes para cada parametro (“unidades de acao" facial) citado acima: 0
= ndo ha alteragdo aparente, 1 = moderadamente visivel, 2 = alteracdo pronunciada. A elevacao

da pontuacéo esté relacionada com maior expressao de dor.

Figura 10: Exemplificacdo da filmagem por 2 minutos com o animal dentro do microisolador aberto

A pontuagdo maxima que pode ser obtida na avaliacdo pela escala EEFR é de 8 pontos,
indicando dor severa. Uma limitagao dessa escala é que ndo foi descrita na publicacdo de
Sotocinal et al. (2011) a pontuagdo méaxima para resgate analgésico ou para indicagdo de
eutanasia precoce.

Durante o estudo experimental ndo foi realizada a administragdo de analgésicos, ja que
0 objetivo é a avaliagdo da dor de diferentes modelos experimentais e foi estipulado que se em
qualguer momento que a escala facial apresentasse uma pontuagéo igual ou superior a 5 pontos,

o animal seria retirado do estudo e sofreria eutanasia imediatamente.
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4.4.3 Avaliacdo Nociceptiva com Von Frey e filamento semi-flexivel.

4.4.3.1 Padronizacdo do teste e escolha dos filamentos de Von Frey

Ao comecar os testes piloto, foi verificado que os valores reais do teste nociceptivo de
Von Frey para cada filamento eram em sua maioria muito distintos do que indica o fabricante.
Foi entdo realizada uma sequéncia de 10 estimulos de 7 segundos com cada um dos 15
filamentos para padronizacdo da forca real executada por eles.

Foram escolhidos 7 filamentos dentre os 15 disponiveis para a execucdo do
experimento, foram descartados os que eram muito semelhantes com o anterior. Foram
selecionados os filamentos: 2, 4, 8, 9, 10, 13 e 15, que determinam a pressdo média em gramas-

forca (gf) com valores, respectivos: 0,94/ 2,61/ 3,97/ 7,91/ 18,62/ 41,78/ 68,02 gf.

4.4.3.2 Realizacéo do teste nociceptivo de Von Frey

O estimulo gerado pelo analgesimetro de Von Frey (Bonther, Sdo Paulo, Brasil)
acoplado ao filamento foi aplicado no centro da regi&o plantar direita (Figura 11) para estudar
o limiar de retirada. Em cada filamento testado, 3 retiradas ao estimulo eram o critério para
determinar o limiar de retirada da pata (KAUPILLA, 1996). No torax, o filamento foi aplicado
perpendicularmente a esquerda ou a direita do local da lesdo (apéndice xiféide) com forca
suficiente para provocar leve encurvamento do filamento, sendo de acordo com Bree et al.
(2015) que cita a aplicacdo do filamento da forma supracitada, mas na regido inguinal,

perpendicular a ferida cirurgica.
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Figura 11: Estimulo com o filamento de VVon Frey aplicado na regido plantar direita

Antes de iniciar os testes foram realizados periodos de adaptacdo de 15 minutos
(TIWARI, 2011; MANNELLI et al., 2017; FUKUI et al., 2017). Ap6s 0s 15 minutos, 0s ratos
ja estavam bastante tranquilos, parecendo o suficiente para a aclimatacdo. As provas somente
foram iniciadas quando os animais apresentaram-se calmos, terminada a exploragdo do

ambiente e sem estarem deitados sobre a pata (CUNHA et al., 2004).

Os valores de estimulacéo selecionados variam de 0,94 a 68,02 gf de acordo com 0s
utilizados por Gunduz et al (2011) e Mannelli et al. (2017) que citam de 0 a 50 gf, conforme
Safakhah et al. (2017) que apontam de 2 a 60 gf e conforme também Seto et al. (2017) que
mencionam de 1 a 60 gf. O tempo de estimulacdo utilizado foi de 7 segundos (ZHAO et al.,

2004).

O numero de estimulos realizados, foi no minimo de 3 e até completar 3 estimulos com

a mesma resposta consecutiva (KAUPILLA, 1996), com intervalos de 5 segundos entre os
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estimulos (TIWARI, 2011; MANNELLI et al., 2017; GENARI et al., 2017; SAFAKHAH et
al., 2017), sendo no maximo 5 estimulos (BREE et al., 2015; ZHANG et al., 2017). Em caso
de 3 respostas positivas ou negativas, passou-se para a proxima medida ou para o préximo
filamento respectivamente. Onde 3 respostas positivas em um Gnico filamento, indicavam a
primeira medida e o inicio para a determinacdo da préxima, totalizando 3 medidas com
intervalo de 3 minutos entre as medidas. A média dos 3 valores das pressdes obtidas, gerou o
limiar de cada medida (ZHAO et al., 2009; LIOU et al., 2011). A média dos 3 limiares, foi
considerada como o limiar de alodinia mecénica.

Foram consideradas respostas positivas ao estimulo na regido plantar: retirada da pata
(CABANERO, 2009; JINGE et al., 2017) e flexdo da pata (TIWARI, 2011). No térax, as
respostas positivas foram: esquivar-se, lamber-se, retirada da area onde ocorreu a aplicagao do
filamento ou imediatamente apos a aplicagdo do mesmo.

Os filamentos foram aplicados de acordo com a sequéncia estabelecida acima, por forcas
crescentes, de menores para maiores pressdes (SAFAKHAH et al., 2017) primeiro na regido
plantar e depois na regido do térax. Quando a resposta a um filamento era negativa, era realizado
um novo estimulo com o filamento seguinte, que determinaria uma pressdo um pouco mais alta
(CABANERO, 2009). Caso houvesse uma resposta positiva, esse era considerado o limiar de

retirada para aquela medida daquele animal.

4.4.3.2 Realizacéo do teste nociceptivo de Von Frey

A prova do filamento Unico semi-flexivel foi realizada apenas na regido do térax, na
mesma regido em que foram realizados os estimulos com Von Frey e foram coletadas 3 medidas
com um Unico estimulo cada e posterior média das 3 pressdes adquiridas para obtencdo do

limiar, com intervalo de 3 minutos entre as medidas.
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4.4.4 Eutandsia

Entdo, terminada a avaliagdo da dor de 24h, os animais foram anestesiados com
isoflurano a 5% e realizada a eutandsia por exsanguinacdo pelo sistema porta hepatico com o
auxilio de uma tesoura, pinca e gaze, em um local distinto das avaliagdes por conta do odor de
sangue (fator estressante para os outros animais), comumente executada no Laboratorio de
Fisiologia da Respiragdo (LFR). A carcaca foi devidamente descartada em um saco branco
leitoso especificado como sendo de risco bioldgico e identificado com as iniciais do laboratorio

(LFR) e posteriormente congelada.

4.5 Planejamento Estatistico
O calculo amostral considerou um poder de 80%, médias de 70 e 40% estimados atraveés
de dados da literatura. Os dados apresentaram distribuicdo normal pelo teste de
Komogorov- Smirnoff, entdo foi realizado o teste de ANOVA de duas vias e pos-hoc de
Bonferoni. O nivel de significancia sera de 95% (p < 0,05). Os datos foram expressos em

média £ desvio padrdo. Os testes foram realizados pelo software Prisma 5.0.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Escala de Expressao Facial
Nos experimentos 1 e 2, apos 0s processos de aclimatacdo no biotério, aclimatacdo na
caixa de acrilico e filamentos do Von Frey, nos momentos basal, 1 hora e 24 horas pos leséo,
os ratos foram filmados por 2 minutos e durante essa filmagem, foram observadas as unidades
de acéo facial da escala de expressdo facial para ratos e determinados os valores dentro de uma
escala de 0 a 2 para cada expresséo facial e com a soma desses valores, obteve-se o0 escore da

dor.
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Em nenhum dos dois experimentos foi observada diferenca estatistica nos dados da
escala de expressdo facil nos trés grupos avaliados no experimento 1 ou no experimento 2. Os

dados referentes a soma de pontos de cada animal (separados por grupo) esta descrito na tabela.

Tabela 1: Resultados da pontuagdo total obtida pela avalicdo da escala de expressdo facial em ratos. No
experimento 1, utilizando 27 animais (9 animais por grupo) e experimento 2, utilizando 21 animais (9 animais no
grupo controle e 6 animais cada nos demais dois grupos (contusdo pulmonar e lesdo podal)), descrita em média +
desvio padrao

Controle Contuséo pulmonar Leséo podal

Experimento 1

Basal 0£0 0£0 00
1h 0x1 0+0 1+2
24h 1+1 0+0 1+2
Experimento 2

Basal 00 00 00
1h 00 0+0 00
24h 00 00 00
Basal 0£0 0£0 00

5.2 Testes Nociceptivos

5.2.1 Experimento 1

No experimento 1, apds 0s processos de aclimatacdo no biotério, aclimatacdo na caixa
de acrilico e filamentos do Von Frey, nos momentos basal, 1 hora e 24 horas pos leséo, os ratos
foram filmados por 2 minutos, aclimatados por 15 minutos na estrutura de acrilico, e em
seguida, iniciou-se o teste nociceptivo de VVon Frey plantar, Von Frey em térax e o filamento

Unico semi-flexivel.
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Os resultados encontrados através da avaliagdo da nocicepcdo pelo método Von Frey
plantar no experimento 1 demonstram reducdo da forca necesséaria para resposta positiva em
todos os grupos 1h e 24h apds ao momento de lesdo ou apenas de anestesia (grupo controle)
quando comparado a forca necessaria para resposta de retirada da pata no momento basal
(Figura 12). J& que o grupo controle apresentou resposta semelhante aos grupos com lesdo, ndo
se tratou de um experimento Util para avaliar a eficicia da técnica. O mesmo resultado foi
encontrado através da avalia¢do da nocicepcao pelo método Von Frey em torax e no estimulo

pelo filamento semi flexivel no experimento 1 (Figura 13 e 14).
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Figura 12: Grafico dos dados obtidos a partir da avaliagdo pelo analgesimetro de Von Frey frente ao estimulo
realizado na regido plantar. Dados basais, apds 1h e apds 24h expressos em gramas de forca para 0s grupos
controle, contusdo pulmonar e lesdo podal do experimento 1

* representa diferenca estatisticamente significativa frente ao respectivo momento basal
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Figura 13: Gréfico dos dados obtidos a partir da avaliagdo pelo analgesimetro de Von Frey frente ao estimulo
realizado na regido do apéndice xifoide. Dados basais, apds 1h e ap6s 24h expressos em gramas de forca para os
grupos controle, contusdo pulmonar e lesdo podal em experimento 1

* representa diferenca estatisticamente significativa frente ao respectivo momento basal
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Figura 14: Gréfico dos dados obtidos a partir da avaliacdo pelo analgesimetro com estimulo realizado com
filamento semi-flexivel na regido do apéndice xiféide. Dados basais, apds 1h e apds 24h expressos em gramas de
forca para os grupos controle, contusdo pulmonar e lesdo podal em experimento 1

* representa diferenca estatisticamente significativa frente ao respectivo momento basal
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5.2.2 Experimento 2

No experimento 2, ap6s 0s processos de aclimatagdo no biotério, aclimatacdo na caixa
de acrilico e filamentos do VVon Frey, nos momentos basal, 1 hora e 24 horas pds leséo, 0s ratos
foram filmados por 2 minutos, aclimatados por 15 minutos na estrutura de acrilico, em seguida,
iniciou-se o teste nociceptivo de VVon Frey plantar, Von Frey em torax e o filamento Unico semi-
flexivel. Destaque para o refinamento da metodologia neste experimento 2, a partir dos

resultados do experimento 1.

Avaliando os resultados encontrados através da avaliacdo da nocicepcdo pelo método
Von Frey plantar no experimento 2, apenas no grupo que sofreu lesdo podal foi observada
reducdo do limiar de resposta ao estimulo nociceptivo (Figura 15). Pela resposta do experimento
2, 0 teste de Von Frey plantar se apresenta como uma ferramenta eficaz para avaliacdo de
aumento da nocicepcdo frente a um estimulo de lesdo podal, porém nédo frente a um estimulo
de contusdo pulmonar. Néo foi observada reducéo do limiar de resposta ao estimulo nociceptivo
em nenhum dos grupos (Figura 16), assim, o teste de Von Frey em tdrax ndo parece ser uma
ferramenta eficaz para avaliacdo de aumento da nocicepcdo frente a um estimulo de lesdo podal
ou ao estimulo de contusdo pulmonar. Nos resultados encontrados através da avaliacdo da
nocicepc¢do pelo estimulo por filamento semi-flexivel com analgesimetro no experimento 2, foi
observada reducdo do limiar de resposta ao estimulo nociceptivo apenas no grupo de contusédo
pulmonar 24h apo6s a lesao (Figura 17). O teste de pelo estimulo por filamento semi-flexivel
com analgesimetro em tdrax ndo parece ser uma ferramenta eficaz para avaliacdo de aumento
da nocicepgdo frente a um estimulo de lesdo podal, e poderia ser util avaliagdo de aumento da

nocicepgédo contusao pulmonar.
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Figura 15: Gréfico dos dados obtidos a partir da avaliagdo pelo analgesimetro de Von Frey frente ao estimulo
realizado na regido plantar. Dados basais, apds 1h e apds 24h expressos em gramas de forca para 0s grupos controle,
contusdo pulmonar e lesdo podal no experimento 2.

* representa diferenca estatisticamente significativa frente ao respectivo momento basal

Von Frey térax - Experimento 2

80-
[ Basal
3 1hora
60-
T T 1 L L T Bl 24 horas

Gramas-forca
5

0- ] ) L]

T I 1
Controle Contusac FPodal

Figura 16: Grafico dos dados obtidos a partir da avaliagdo pelo analgesimetro de Von Frey frente ao estimulo
realizado na regido do apéndice xifoide. Dados basais, apds 1h e ap6s 24h expressos em gramas de forca para os
grupos controle, contusdo pulmonar e lesdo podal em experimento 2
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Figura 17: Gréfico dos dados obtidos a partir da avaliacdo pelo analgesimetro com estimulo realizado com
filamento semi-flexivel na regido do apéndice xiféide. Dados basais, apds 1h e apos 24h expressos em gramas de
forca para os grupos controle, contusdo pulmonar e lesdo podal no experimento 2

* representa diferenca estatisticamente significativa frente ao respectivo momento basal

Na experimentagdo animal, o tratamento da dor se torna importante fator de refinamento
da pesquisa. J& foi comprovado que este traz beneficios ndo apenas para 0s animais, como
também para os resultados de pesquisas (BULGER, 1987). Ainda nos dias atuais, hd muita
negligéncia no tratamento da dor de animais utilizados para este fim. O refinamento dos
procedimentos de pesquisa envolvendo animais depende, em parte, de vias efetivas para
prevenir e aliviar a dor que requer métodos eficazes e confidveis para detectar e quantificar a

mesma (ROUGHAN & FLECKNELL, 2003).

No nosso trabalho a EEFR ndo se mostrou sensivel o suficiente para a deteccéo de dor
em ratos que sofreram contusdo pulmonar ou lesdo podal, esse resultado corroborou com um

dos fatores impulsionadores do trabalho, que foi essa mesma percepcao durante a avaliagdo de
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dor em um estudo do laboratorio de fisiologia da respiracéo que utilizou 0 modelo de lesao por
contusdo pulmonar. Outras limitagdes dessa escala ja foram citadas previamente por outros
autores. Thomas et al. (2016) concluiram que, apesar da EEFR apresentar certas vantagens
frente a avaliacdo de pontuacéo de comportamentos compostos de dor, a morfina pode afetar a
expressdo facial de ratos sem dor e influenciar o uso da EEFR em ratos medicados com
opioides. Em ratos submetidos a dor cirargica aguda, esperavam-se escores do EEFR em ratos
livres de dor e opidides fossem menores do que os observados e similares entre 0s grupos de
tratamento (SOTOCINAL et al., 2011). Importante, diferencas significativas foram detectadas
entre os grupos de tratamento no inicio do estudo durante as duas fases do estudo. Esta
inconsisténcia importante existia apesar da excelente confiabilidade global entre avaliadores.
Valores basais da escala facial em camundongos mostraram diferencas entre cepas, sexo e
métodos usados para a pontuacdo das unidades de acdo facial (pontuagdo retrospectiva vs.
prospectiva) (MILLER et al., 2015)

De acordo com os resultados obtidos no experimento 1, as respostas foram discrepantes
das encontradas por autores que utilizaram o método Von Frey plantar em modelos de lesdo
podal (ZHU et al; 2006; BRENNAN et al., 1996; ZHU et al., 2005). O uso do teste de Von
Frey plantar com modelo de lesdo podal pelo préprio reagente de Freund obtiveram como
resultado reducdo da forca de estimulacdo necessaria para retirada da pata em animais com
lesdo e manutencdo do limiar basal nos animais controle (WU et al., 2017 ; YUE et al., 2018),
enguanto no experimento 1 observou-se reducdo do limiar de retirada no grupo controle, que
deveria ser nosso controle negativo; no grupo com lesdo podal, que seria nosso controle
positivo, e também no grupo de contusdo pulmonar. Assim, dado o comportamento do controle
positivo a metodologia utilizada para a realizagéo do teste ndo parecia ser eficaz para a obtencéo
de dados confidveis. Devido a avaliacdo de que outros fatores da metodologia poderiam estar

influindo nos resultados, apesar da metodologia do experimento 1 ter sido baseada em detalhes
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descritos em literatura, foi elaborado o experimento 2, considerando alguns pontos de
refinamento para adequacdo do POP proposto para que os dados descritos em literatura
pudessem ser reproduzidos e o uso do Von Frey plantar como ferramenta de avaliagdo
nociceptiva em modelo de contusédo pulmonar pudesse ser avaliado. Apesar de ndo haverem
dados prévios na literatura para descrever a resposta do grupo controle e grupo com leséo podal
frente ao estimulo pela técnica de Von Frey em torax e por estimulo por filamento semi flexivel,
era esperado que no grupo controle ndo houvesse reducéo de limiar de resposta frente ao grupo
basal, porém houve. Entdo, também para estes estimulos prop6s-se um refinamento da técnica
a ser definida no procedimento operacional padrdo e testada.

Como citado anteriormente, muitos artigos ja foram publicados utilizando a técnica de
Von Frey, porém os detalhes de metodologia com relagdo a tempo de treinamento prévio, tempo
de aclimatacdo, manejo dos animais, em geral ndo sdo descritos de forma detalhada
(MANNELLI et al., 2017; GENARI et al., 2017; SAFAKHAH et al., 2017; FUKUI et al.,
2017; JINGE et al., 2017; ZHANG et al., 2017), gerando dificuldade no momento de tracar o
desenho experimental. Cabe ressaltar que de acordo com alguns estudos que discutem a crise
da reprodutibilidade na pesquisa, dentre as causas citadas para esse problema, a falta de
detalhamento da metodologia utilizada em diversas areas de pesquisa figura como uma das
principais causas de tornar-se dificil ou impossivel a reproducdo dos resultados
(VASILEVSKY et al., 2013). Além disso, cabe ressaltar que este foi o primeiro trabalho
realizado no Laboratdrio de Fisiologia da Respiracdo com as técnicas de Von Frey plantar, de
torax ou com estimulacdo por filamento semi-flexivel, sendo assim, os detalhes da metodologia
tiveram que ser desenvolvidos nesse estudo, sendo por isso um dos objetivos o desenvolvimento
do POP (APENDICE 1) para a avaliagio de limiar nociceptivo para lesdo podal por reagente
de Freund e outro para a avaliacdo de reducéo de limiar nociceptivo em modelo de contusao

pulmonar (APENDICE 2).
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J& que angustia e a dor do animal podem introduzir varidveis na pesquisa, por alteragdo
da fisiologia e do comportamento normal (ROLLIN, 2009; FESTING & ALTMAN, 2002;
NEMZEK et al., 2004), devemos considerar que no presente estudo em que se investiga a dor,
a condicéo de estresse pode ser um fator indutor de variabilidade de resposta e determinacgéo de
falsos- positivos nos testes de avaliacdo de dor propostos. Alguns detalhes da metodologia
utilizada no experimento 1 foram repensados no experimento 2, por terem sido considerados
como possiveis indutores de estresse: 1) O tempo de aclimatacdo dos animais na estrutura de
acrilico durante os dias de aclimatacao prévios ao inicio do estudo; 2) a aclimatacdo dos animais
n&o ter sido feita pela mesma pessoa que faria as avaliacGes durante o estudo; 3) Reducdo de
transporte dos animais e cuidados com 0 manejo dos animais nos dias prévios e durante os dias
de experimento 4) Padronizacdo do momento de marcacdo dos animais e coleta de valores
basais. Considera-se que tais mudangas contribuiram para minimizacdo do estresse e
consequente eliminagdo de resultados falso-positivos no experimento 2. Todos esses detalhes
metodoldgicos foram descritos nos POPs resultantes desse estudo (APENDICE 1 e 2).

Um outro fator considerado como possivel causador da divergéncia de resultados com
os descritos previamente em literatura foi a falta de treinamento prévio do avaliador. Na
literatura é descrito necessidade de treinamento prévio antes de um avaliador executar um
estudo utilizando o analgesimetro de VVon Frey, porém, ndo é descrita uma padronizacdo do
tempo necessario de treinamento. No estudo 1, depois do avaliador ja estar familiarizado com
a técnica, realizou treinamento com 5 animais piloto com a técnica completa. Para o estudo 2,
todos os animais do estudo 1, além dos pilotos que haviam sido realizados serviram como
treinamento para o avaliador. Assim, descreveu-se em ambos 0s POPs (APENDICE 1 e 2)
construidos no final do estudo a necessidade de intenso treinamento prévio para a realizacéo

adequada da técnica, segundo nossos resultados, treinamento com ao menos 30 animais.
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Considerando que o experimento 2 foi 0 que teve metodologia vélida para definir a
eficacia das técnicas propostas como ferramenta de avaliacdo de reducdo da nocicepcdo em
modelos lesdo podal por reagente de Freund e em modelo de contusdo pulmonar, esses dados
serdo discutidos com 0s obtidos previamente em outros estudos.

No estudo realizado por Wu et al. (2017), foram utilizados camundongos para avaliar o
efeito de um analgesico para dor inflamatoria local podal causada por administracdo de 0,01
mL de Adjuvante Completo de Freund, e corroborou com o resultado do presente estudo,
havendo reducdo do limiar de resposta ao estimulo nociceptivo de VVon Frey plantar no grupo
com lesdo em comparagdo ao grupo controle. Assim como também o resultado de Yue et al.
(2018), em que foi administrado reagente de Freund associado a adeno-virus. Estudos anteriores
utilizaram o teste de Von Frey no local da lesdo para avaliar dor. Alguns desses estudos
realizaram estimulacdo em abdémen para avaliacdo de pancreatite cronica (LIAO et al., 2018;
QIAN et al., 2011; FENG et al., 2010; WINSTON et al., 2005). Nesses estudos, um Unico teste
consistia em 10 aplicacdes cada um por 1-2 s com um intervalo de 15 s entre aplicacGes
permitem que o animal cesse qualquer resposta e retornar a uma posi¢ao relativamente inativa.
Uma positiva resposta consistiu em o rato levantar a barriga (retirada resposta). Os dados foram
expressos como uma porcentagem as respostas positivas com cada filamento para cada rato.
Para esse modelo a técnica foi util para deteccdo da dor causada por pancreatite. Diferenca
maxima entre 0s grupos controle e com pancreatite se deu em 5 semanas apds inducéo da lesao,
Controle aproxidamente 25% de vezes com resposta positiva grupo com pancreatite e em torno
de 70% das vezes de resposta positiva em todos os estudos, utilizando filamento von Frey que
gera 40.7 nN de presséo, esses dados ndo comrroboraram com os resultados obtidos em nosso
estudo, em que o Von Frey aplicado no local da lesdo (apéndice xiféide) ndo foi capaz de
detectar dor causada pela contusdo pulmonar. Possivelmente ou pela diferenca do modelo de

les&o ou pela variacdo da técnica, estimulagdes multiplas seguidas nos estudos de pancreatite e
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uma aplicacdo Unica no presente estudo. J& Bree et al. (2015) utilizaram a técnica de Von Frey
no local da lesdo para avaliacdo de dor em reparo de hérnia inguinal, como em nosso estudo
utilizaram uma estimulag&o Unica, perpendicularmente a esquerda ou a direita do local da ferida
cirargica, e também ndo observaram reducao de limiar de respota nos animais com leséo frente

aos animais controle.

Nos estudos de lesdo da medula espinhal com avaliacdo da dor pela técnica de Von Frey
plantar (LU et al., 2018; LIOU et al., 2007) mostraram-se Uteis para avaliacdo da dor, ndo
corroborando com o nosso estudo, pois 0 Von Frey plantar ndo foi eficaz para avaliacao da dor
em modelo de contusdo pulmonar, que também foi a estimulacdo plantar, quando a leséo era
realizada em outra regido do corpo. Possivelmente por haver lesdo neuropatica com aumento
da hipersensibilidade periférica no caso da lesdo em medula e ndo no caso da contusao
pulmonar.

A dor neuropatica refere-se a dor que se origina da patologia do sistema nervoso. Seus
sintomas incluem sensac¢des dolorosas evocadas espontaneamente e estimuladas. Manifesta-se
como parestesia, dor paroxistica, hiperalgesia (a sensacdo de dor é significativamente
aumentada) ou alodinia (estimulos ndo nocivos causam dor) (SHAHID et al., 2017).

Né&o ha estudos prévios com filamento semi-flexivel, produz um estimulo mais intenso e
foi util pra detectar dor em 24h, mas ndo 1h. Porém, devido a necessidade de repeticdo do
estudo, no experimento 2 foram utilizados apenas 6 animais por grupo (devido a limitacdo de
tempo), aumentando o numero de animais, devera ser reavaliado se essa diferenca também
podera ser verificada 1h apds a contusdo pulmonar e se efetivamente essa técnica consiste em
uma ferramente til para avali¢do de dor em modelo de contusdo pulmonar.

Assim, esse trabalho visa, além de definir se a técnica de Von Frey (regido plantar ou
torax) ou o estimulo com filamento semi-flexivel no torax sdo ferramentas Uteis para avaliacdo

de dor no modelo de contusdo pulmonar e também padronizar o tempo de treinamento e
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detalhes da execugdo dessas técnicas para que elas possam determinar dados confiaveis e

reprodutiveis.

6. CONCLUSOES

A escala de EEFR ndo se mostrou uma ferramenta sensivel para avalicdo de dor 1 e 24
horas ap6s desenvolvimento de lesdo podal por reagente de Freund ou apds contusdo pulmonar
em ratos.

A técnica de Von Frey plantar e em térax ndo sdo ferramentas Uteis para avali¢do de
nocicepcao em modelo de contusdo pulmonar. A técnica de estimulacdo por filamento semi
flexivel em térax parece ser uma ferramenta Util para a avalicdo de nocicepcédo até 24h apds
contusao pulmonar em ratos.

Detalhes com relagdo ao tempo de treinamento prévio, tempo de aclimatagcdo, manejo
dos animais devem ser considerados para realizagdo do teste de VVon Frey plantar para modelo
de lesdo podal e teste de estimulo por filamento semi flexivel para modelo de contusdo

pulmonar.
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8. PRODUTO FINAL DA DISSERTACAO

8.1 Procedimento Operacional Padrao para utilizagdo dos testes nociceptivos de VVon Frey
plantar e com filamento semi-flexivel em torax no laboratorio de Fisiologia da Respiracéo

Foi inicialmente elaborado um POP piloto, e foi realizado o experimento 1, frente a
resposta de reducdo de limiar nociceptivo com os trés tipos de estimulo mesmo no grupo sem
leséo (controle), foi necessaria a reavaliagdo da metodologia e detalhamento dessas técnicas no
POP construido ao fim do experimento 2.

Foram elaborados POPs para: Utilizacdo da técnica de Von Frey Plantar para deteccao
de dor em modelo de lesio podal no Laboratério de Fisiologia da Respiracdo (APENDICE 1)
e outro para Utilizacdo da técnica de estimulo com filamento semi-flexivel para deteccdo de
dor em modelo de contusio pulmonar no Laboratério de Fisiologia da Respiragio (APENDICE

2); ja que essas duas técnicas foram as que, a partir de nossos resultados, se mostraram eficazes.
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TiTuLo: Utilizagéo da técnica de Von Frey Plantar para detecgéo de dor em modelo de
lesdo podal no Laboratdrio de Fisiologia da Respiragéao

1. OBJETIVO

Padronizar a técnica do teste de Von Frey plantar para avaliagio de lesdo podal em ratos no Laboratorio
de Fisiologia da Respiragio.

2. APLICACAD
Laboratorio de Fisiologia da Respiragdo

3. RESPONSAVEIS PELA EXECUGAD
Pesquisadores, docentes, alunos e téenicos do Laboratinio de Fisiologia da Respiragdo.

4. MATERIAIS UTILIZADOS

s Analgesimetro Digital;
» Filamentos de Von Frey;
s Estrutura de acrilico com base aramads;

» Flanilha para registro das medidas (pressdes) captadas pelo aparelho.
4.1 Analgesimetro Digital e filamentos de Von Frey

# (O analgesimetro de Won Frey (Bonther, 530 Paulo, Brasil), & constituido por uma haste aonde
sdo conectados os filamentos flexiveis. gue fica ligade a um aparelho capaz de medir a forga

maxima aplicada.

Figura 1 - Analgesimetro de Von Frey e filamenfoz utiizados no analgezimefro.
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4.2 Estrutura de acrilico

* A estrutura é constituida em madeira, acrilico e uma grade aramada. A base mede 510 cm®e
& recoberta pela grade aramada com aberturas de 0,5 cm de lado, que permite a realizagdo do

teste, mas sem que as patas dos animais se prendam ou ultrapassassem 0s espacos

Figura 2 Estrutura para manutengdo do rato para teste de Von Frey
e em defalhe a grade sobre a qual o animal fica apoiado.

5. PROCEDIMENTOS

* 5.1 Aclimatag3o dos animais

5.1.1 Aclimatac3o no biotério
¢ Os animais d ficar no biente controlado (umidade e temperatura) que ficardo

durante os dias que esti em experi

em gaiolas microisoladoras (sempre que
possivel) com agua e ragdo Ad libifum de cinco a sete dias antes do inicio do periodo de
aclimatac3o na caixa de acrilico.
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5.1.2 Aclimatacio na caixa de acrilico & ao estimulo pelo aparelho de Von Frey

* Antes de iniciade o periodo de avaliagio dos animais, eles devem se adaptar a estarem par
algum tempo na estrutura de metacrilato aocnde sero realizados os tesies. Devem ser
colocados durante 4 dias prévios ao dia da coleta de valores basais dentro da estrutura, aonde
devem permanecer por 10 minutes pelo mesmo avaliador que vai realizar a coleta nos dias de
experimento. Durante esse periodo, esse avaliador deve estimular a regido plantar do animais
utilizando diferentes filamentos flexiveis de Von Frey que serdo utiizados no estudo
coneciados ao analgesimetro.

5.2 Separagao dos filamentos para o teste

* Separar os filamentos 2, 4, 8, 8, 10, 13 & 15 (numerados por ordem de espessural, que
determinam a pressdo média em gramas de forga (gf) com valores, respectivos: 0,84/ 2,61/
3.87/7.91/ 18,62/ 41,78/ 68,02,

5.3 Periodo de adaptagio

*  Antes de iniciar os testes, deve ser realizado um periodo de adaptagdo de 15 minutos (TIWARI,

2011; MAMNELLI et al, 2017; FUKUI et al., 2017).
+ Os testes 56 devem ser iniciados guando os ratos estiverem calmos, sem realizar exploragdo

do ambiznte 2 sem estarem deitados sobre as patas (CUMHA ot al, 2004).

5.4 Aplicagdo do teste

* O estimule deve ser aplicado no centro da regifio plantar por 7 segundos para estudar o limiar
de retirada.

* Paracada flamento testado, devem ser feitos de 3 a § estimulos com intervalos de 5 segundos
entre os estimulos (TIWARI, 2011; MAMNELLI et al., 2017; GENARI =f al., 2017, SAFAKHAH
et al., 2017). Esses estimulos definem se a resposta ao filamento sera positiva ou negativa
{definido por trés respostas positivas ou trés respostas negativas ac estimulo) (KAUPILLA,
1888). Os filamentos s3o0 aplicados em segquéncia, por forgas crescentes, de menores para

maiores pressdes (SAFAKHAH ef al., 2017)
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*+ Se a resposta for negativa, o procedimento sera repetido com o seguinte filamento mais

espesso. Se a resposta for positiva, o limiar de retirada da pata sera calculado através do

caleule da média dos trés valores de pressio positivas. Depois de caleulado o valer de limiar

de refirada da pata, deve-se aguardar 3 minuios para repetir o procedimento para a obiengio

da segunda, & em seguida da terceira medida. A média dos 3 valores das pressdes obtidas,

gera o limiar de cada medida (ZHAQ ef al, 2008; LIOU ef ai, 2011). A média dos 3 limiares, &

considerada como o limiar de alodinia mecanica para cada animal naquele momento (ficha de

coleta de dados em anexc).

+ 530 consideradas respostas positivas ao estimulo: retirada da pata (E‘.AEIAFJ ERO, 2008; JINGE

et al., 2017) e flex3o da pata, desconsiderande o ato de caminhar (TIWARI, 2011).

+ 55 Recomendagdes importantes

A aclimatagio e os testes devem ser feitos em ambiente tranquile, sem ruidos.

O treinamento prévio do avaliador & extermamente importante para a realizagio dos
testes, deve ser feito, pelo menos, com 30 animais antes de iniciadas as avaliagdes.
As aclimatagdes dos animais devem ser realizadas sempre pela pessoa que for
responsavel pelas avaliagies posteriores para minimizar o estresse do animal.

Os animais devem ser mantidos em um biotério no mesme local da avaliagio, =
transportades apenas para a realizagidc das lesfes, para minimizar o estresse.

05 valores basais coletades sempre no mesmo dia da realizagdo da lesdo.

Caso forem realizadas marcagdes, os animais devem ser manioulados pelo menos
uma semana antes do periode de aclimatagdo com analgesimetro, também para

reduzir o estresse dos animais.

6. PRECAUCEIES DE BIOSSEGURANGA

Jaleco e luva descartavel para o manuseio dos animais.
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1. OBJETIVO

Fadronizar & técnica de estimulo com o filamento semi flexivel em torax para avaliagio de resposta

nociceptiva frente ac modelo de comtus3o pulmonar em ratos no Laboratorio de Fisiclogia da

Respiragio.
2. APLICACAD
Laboratorio de Fisivlogia da Respiragio

3. RESPONSAVEIS

Pesquisadores, docentes, técnicos e alunos do Laboratario de Fisiologia da Respiragao
4. MATERIAIS UTILIZADOS

*+  Analgesimetro digital:
+ Filamento semi flexivel;

# Estrutura de acrilico com base aramada;

4.1 Analgesimetro Digital e filamento semiflexivel

* O analgesimetro (Bonther, 530 Paulo, Brasil), & constituido por uma haste aonde é conectado

o filamento semi flexivel, que fica ligado a um aparelho capaz de medir a forga maxima aplicada.

Figura 1: Analgezsimetro e filamento semi flexivel
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4.2 Estrutura de acrilico
* A estrutura & constituida em madeira, acrilico e uma grade aramada. A base mede 510 cm?e
& recoberta pela grade aramada com aberturas de 0,5 cm de lado, que permite a realizagdo do

teste, mas sem que as patas dos animais se prendam ou ultrapassassem os espagos.

Figura 2: Estrutura para manuteng3o do rato para teste de estimulagio por filamento semi
flexivel em torax e em detalhe a grade sobre a qual o animal fica apoiado.

5. PROCEDIMENTOS

5.1 Aclimatag3o e tricotomia dos animais

5.1.1 Aclimatac3o no biotério
* Os animais devem ficar no mesmo ambiente controlado (umidade e temperatura) que ficardo

durante os dias que estiverem em experimento, em gaiolas microisoladoras (sempre que
possivel) com agua e ragdo Ad libitum de cinco a sete dias antes do inicio do periodo de
aclimatag3o na caixa de acrilico.

5.1.2 Tricotomia do animal
¢ Durante o periodo de aclimatagdo no biotério, animais devem ser anestesiados com o

isoflurano (indugdo & 5% e manutencdo & 2%) para que seja realizada a tricotomia na regido
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do apendice xifoide (local aonde sera realizado o estimulo) com o auxilic de uma lamina, agua,

sabdo e gaze.

5.1.3 Aclimatac3o na caixa de acrilico e a0 analgesimetro com filamento semi flexivel

*+ Antes de iniciado o periodo de aualiagin dos animais, eles devem se adaptar a estarem por
algum tempo na estruiura de metacrilate aonde serdo realizados os testes. Devem ser
colocados durante 4 dias previos ao dia da coleta de valores basais dentro da esfrutura, aonde
devem permanecer por 10 minutos pelo mesmo avaliador que vai realizar a coleta nos dias de
experimento. Durante esse pericdo, esse avaliador deve estimular a regido do apéndice xifdide

dos animais com o filamento semi flexivel conectado ao analgesimetro.

5.2 Periodo de adaptagic

*  Antes de iniciar os testes, deve ser realizado um pericdo de adaptagdo de 15 minutos (TIWARI,
2011; MANNELLI et al., 2017, FUKUI et al., 2017).

+  (Os testes 5o devem seriniciados guando os ratos estiverem calmos, sem realizar exploragio
do ambiente & sem estarem deitados sobre as patas (CUNMHA ef al., Z2004).

5.3 Aplicagio do teste

*+ O estimulo deve ser aplicado na regido do apéndice xifdide por 7 segundos para avaliar qual a
pressdo gerada pelo filamento semi flexivel que desencadeia reacdo positiva. Devem ser
coletadas 3 medidas com estimulagdo pelo filamento semi flexivel & calculo da média dos 3
valores de pressdo para a definicio do limiar de reacdo por estmulagido com filamento semi
flexivel. Deve ser respeitado um intervale de 3 minutos entre as medidas.

* Mo torax, as resposias positivas classificadas s3o: esquivar-se, lamber-se, retirada da area
onde ocomre a aplicacdo do flamento ou imediatamente apos a aplicagdo do mesma (adaptado
de BREE ef al.,2015).

+ O filamento & aplicado perpendicularmente na area do apéndice xifdide, com forga suficiente

para provocar leve encurvamento do filamento (adaptado de BREE et al., 2015).
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5.4 Recomendagdes importantes

. A aclimatacio e os testes devem ser feitos em ambignte tranguilo, sem ruidos.

. O treinamento prévio do avaliador &€ extermaments importants para a realizagio dos testes,
deve ser feito, pelo menos, com 30 animais antes de iniciadas as avaliagies.

. Az aclimatagies dos animais devem ser realizadas sempre pela pessoa que for responsivel
pelas avaliagies posteriores para minimizar o estresse do animal.

*  Os animais devem ser mantidos em um biotério no mesmo local da avaliagio, & transportados
apenas para a realizagio das lesdes, para minimizar o estresse.

+  Os valores basais coletados sempre no mesmo dia da realizacdo da lesdo.

+« Caso forem realizadas marcagdes, os animais devem ser maniculados pelo menos  uma
semana antes do periodo de aclimatagio com analgesimetro, também para reduzir o

estresse dos animais.

6. PRECAUCOES DE BIOSSEGURANGA

Jaleco e luva descartivel para o manuseio dos animais.
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