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RESUMO

Avaliacdo do impacto da hiperalgesia muscular cronica difusa na gestacio e no
neurodesenvolvimento da prole de ratas wistar. Ana Beatriz da Silva Oliveira, Sao

Cristovao, SE, Brasil, 2022.

Introducido: A Fibromialgia (FM) ¢ uma das doencas musculoesqueléticas cronicas mais
comuns, atinge em sua maioria mulheres e sua etiologia ainda desconhecida. Suspeita-se do
envolvimento de fatores ambientais, autoimunes, hormonais ou até mesmo genéticos, para seu
desenvolvimento. Por conta disso, hd preocupacdo do impacto da Fibromialgia para a
descendéncia dessas mulheres. A hiperalgesia muscular cronica bilateral induzida por salina
acida, ndo gera lesdes teciduais e se mantém por até 04 semanas se assemelhando a Fibromialgia
em humanos. A hiperalgesia ¢ um potente fator estressor e a hipdtese de programagao fetal
afirma que eventos adversos ocorridos na mae durante a gestagdo, como um estresse cronico,
implica em altera¢des no padrao de saude-doenca de sua descendéncia. Esse estudo teve como
objetivo avaliar o impacto da hiperalgesia muscular cronica difusa (HCMD) na gestacdo, bem
como a resposta de reflexos neonatais e de marcos do desenvolvimento da prole. Métodos: 18
ratas foram divididas em trés grupos: 1- Salina Acida (SA), 2- Salina Neutra (SN) e 3- Controle
(CTRL). Inicialmente foi induzida a HMCD no grupo SA, entdo seguiu-se o acasalamento
programado de todos os grupos. As ratas genitoras foram avaliadas quanto ao comportamento.
A avaliacdo dos reflexos e marcos do desenvolvimento da prole foi realizada por dois
avaliadores independentes, desde o dia pos-natal 01, até o 21. Resultados: A hiperalgesia dos
ratos progenitores do grupo salina dcida apresentou diferenga significativa no grupo salina 4cida
com redu¢do do limiar no pds inducdo, mostrando que a hiperalgesia foi efetiva (p=0,0004).
Nao houve hiperalgesia nos grupos neutra e controle, assim como esperado (p= 0,0846, p=
0,5339, respectivamente). Os resultados obtidos demonstram que a HCMD nao impede a
fecundagdo e a copula, as fémeas do grupo salina acida (SA) realizaram a cépula no primeiro
dia de unido com o macho, evidenciando um comportamento prdé-social e maior receptividade
ao macho do que os grupos salina neutra (SN) e Controle (CTRL). A gestacdao do grupo SA
durou 22 dias, ja os grupos SN e CTRL, 21 dias. O grupo SA pariu 64 ratos, o grupo SN pariu
42 ratos, ja o grupo controle pariu 44 ratos. Notou-se o obito de 8 filhotes no segundo dia pds-
natal do grupo SA. Quanto aos reflexos, a prole do grupo SA apresentou um atraso no dia de
aparecimento dos reflexos: preensdao palmar, preensdo plantar, endireitamento, aversdao ao
precipicio, sobressalto auditivo e endireitamento em queda livre; quando comparados aos
grupos SN e CTRL. Conclusao: Nosso estudo demonstra que a hiperalgesia favorece a copula
e ndo impede a gestagdo, mas influencia na gestagdo levando a uma maior mortalidade na prole
do grupo salina 4cida. Foi observado um impacto em seis reflexos sensorio-motores no grupo
SA, apresentando diferenga significativa, indicando que a hiperalgesia afetou o
neurodesenvolvimento fetal dessa prole.

Descritores: Fibromialgia; Programacao Fetal; Hiperalgesia; Reflexo.



ABSTRACT

Evaluation of the impact of widespread chronic muscle hyperalgesia on pregnancy and
on the neurodevelopment of the offspring of wistar rats. Ana Beatriz da Silva Oliveira,

Siao Cristovao, SE, Brazil, 2022.

Introduction: Fibromyalgia (FM) is one of the most common chronic musculoskeletal diseases,
affecting mostly women and its etiology is still unknown.. It is suspected the involvement of
environmental, autoimmune, hormonal or even genetic factors for its development. Because of
this, there is concern about the impact of Fibromyalgia on the offspring of these women. The
animal model of widespread chronic muscle hyperalgesia (WCMH) induced by acid saline,
does not generate tissue damage and remains for up to 04 weeks, resembling fibromyalgia in
humans. Hyperalgesia is a potent stressor and the fetal programming hypothesis states that
adverse events occurring in the mother during pregnancy, such as chronic stress, imply changes
in the health-disease pattern of her offspring. This study aimed to assess the impact of
widespread chronic muscle hyperalgesia on pregnancy, as well as the response of neonatal
reflexes and developmental milestones in the offspring. Methods: 18 rats were divided into
three groups: 1- Acid saline (AS), 2- Neutral saline (NS) and 3- Control (CTRL). Initially
WCMH was induced in the AS group, then scheduled mating of all groups followed. The
mother rats were evaluated for behavior. The evaluation of the reflexes and developmental
milestones of the offspring was performed by two independent evaluators, from postnatal day
01 to 21. Results: The hyperalgesia of the parent rats in the acid saline group showed a
significant difference in the acid saline group with a reduction in the threshold after induction,
showing that hyperalgesia was effective (p=0.0004). There was no hyperalgesia in the neutral
and control groups, as expected (p=0.0846, p=0.5339, respectively). The results obtained
demonstrate that WCMH does not prevent fertilization and copulation, the females of the acid
saline group (AS) performed copulation on the first day of union with the male, showing a
prosocial behavior and greater receptivity to the male than the males. neutral saline (NS) and
Control (CTRL) groups. The gestation of the SA group lasted 22 days, while the NS and CTRL
groups lasted 21 days. The AS group gave birth to 64 mice, the NS group gave birth to 42 mice,
and the control group gave birth to 44 mice. The death of 8 pups was observed on the second
postnatal day of the AS group. As for the reflexes, the offspring of the AS group presented a
delay in the day of the appearance of the reflexes: palm grip, plantar grip, straightening,
aversion to the precipice, auditory startle and straightening in free fall; when compared to the
NS and CTRL groups. Conclusion: Our study demonstrates that hyperalgesia favors copulation
and does not prevent pregnancy, but influences pregnancy leading to higher mortality in the
offspring of the acidic saline group. An impact on six sensorimotor reflexes was observed in
the AS group, showing a significant difference, indicating that hyperalgesia affected the fetal
neurodevelopment of this offspring.

Keywords: Fibromyalgia; Fetal Programming; Hyperalgesia; Reflex.
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1. INTRODUCAO
A Dor ¢ um importante mecanismo sinalizador de condi¢des anormais do estado de
homeostasia corporal (SANTOS, 2014). E definida pela International Association for the Study
of Pain (IASP) como “Experiéncia sensorial e emocional desagradavel associada, ou
semelhante aquela associada, a dano tecidual real ou potencial, ou descrita em termos de tal
dano”, mas por ser subjetiva, cada individuo define sua sensacdo como dolorosa ou ndo por

experiéncias proprias (RAJA et al., 2020).

Os receptores da dor podem ser estimulados por estimulos mecanicos, térmicos e
quimicos. O processo de percepcao, transducdo, transmissdo e modulacdo desses estimulos
nocivos ¢ chamado de nocicep¢ao. Ha duas vias para a transmissao dos sinais dolorosos, a via
aferente de fibra A-delta com transmissdo de dor rapida ao Sistema Nervoso Central (SNC), e
a de fibra C com transmissao lenta (HALL, 2017). A TASP define a hiperalgesia como uma
consequéncia da perturbagdo do sistema nociceptivo com sensibilizagdo periférica e/ou central,
causando uma hiperexcitabilidade, onde estimulos menores podem levar a uma resposta

dolorosa aumentada (RAJA et al., 2020; HALL, 2017; ALVES, 2017).

A dor pode ser classificada quanto a sua intensidade, localizagdo, mecanismo
fisiopatologico, frequéncia ou duracdo. Quanto a duracao, se ela persiste por mais de trés meses,
ela ¢ considerada cronica (VASCONCELQOS, 2018). A Fibromialgia (FM) ¢ uma sindrome
dolorosa cronica, porém, sua agdo fisiopatoldgica ainda ¢ desconhecida (HEYMANN et al.,
2010). Seu diagndstico ¢ clinico, feito através de observacao de sinais e sintomas e excetuando-
se demais patologias através de diagnodstico diferencial (BHARGAVA, 2021). Além disso, a
Sociedade Brasileira de Reumatologia, seguindo o Colégio Americano de Reumatologia (ACR),
adotou, como um critério diagndstico, a manifestacdo de pelo menos 11 de 18 pontos

musculares dolorosos (tender points).

A principal queixa em um paciente diagnosticado com Fibromialgia ¢ a dor
musculoesquelética difusa (HEYMANN et al., 2010; BHARGAVA, 2021). As mulheres sao
mais atingidas pela Fibromialgia e representam quase 90% dos diagnosticados. A dor pode vir
acompanhada de outros sintomas, como fadiga cronica, disturbios cognitivos, parestesia,
padrdo de sono ineficaz, alteracdes de humor, transtorno de ansiedade, quadros de depressdo,
distarbios do Trato Gastrointestinal (HEYMANN et al., 2010; NASCIMENTO et al., 2013). E
considerada uma das doengas musculoesqueléticas cronicas mais comuns, correspondendo a

boa parte dos atendimentos realizados em consultas reumatoldgicas (BHARGAVA, 2021).



Estima-se que devido a essas comorbidades, seja gasto por volta de seis mil ddlares por ano por
pessoa nos Estados Unidos (IMAMURA et al., 2014). O tratamento pode ser medicamentoso
ou nao-farmacologico, visando diminuir os efeitos das comorbidades e a dor. Ha evidéncias
cientificas que comprovam os beneficios de exercicios fisicos na qualidade de vida de uma

pessoa com FM (BHARGAVA, 2021).

A Fibromialgia foi reconhecida como uma doenga pela OMS somente no final da
década de 70, sendo mais estudada ha trés décadas (BHARGAVA, 2021; MACIEL etal., 2014).
Por muito tempo os pacientes com FM foram considerados portadores de uma doenca
psicossomatica ¢ ndo com uma manifestacao real de dor. Isso se deve ao fato dela ser uma
doenca reumatica de etiologia ainda desconhecida, sem marcadores bioquimicos para o
diagnostico e sem manifestagoes inflamatdrias visiveis ou lesdes de tecidos (MACIEL et al.,

2014).

Um estado de hiperalgesia durante a gestacdo pode ser considerado um potente fator
estressor cronico materno. A hipdtese de Developmental Origin of Health and Disease
(DOHaD), ou Origens Desenvolvimentistas da Saude e da Doenga, traz o conceito de
programacao fetal, que aborda sobre eventos adversos recorrentes, ocorridos na mae durante a
gestagdo, implica em alteragdes no padrao de saude-doenga daquele bebé durante o seu
crescimento até a fase adulta (GOYAL, 2019; BISCHOFFA et al., 2018). Uma das linhas de
estudo dessa hipdtese ¢ a programacdo de comportamento, onde padrdes de alimentacio,
exercicios, medicacdes poderiam favorecer o aparecimento de doencas crdonicas nao

transmissiveis para aquela descendéncia (LOBATO et al., 2016).

Ainda ndo esta claro na literatura, se o sexo bioldgico de uma crianga modifica a sua
resposta durante a programacao fetal. Devido as diferencas evolutivas no desenvolvimento
embrionario em relacao ao género, ¢ importante investigar se os efeitos da programacao fetal
no feto sao dependentes do género, levando a uma resposta mais expressiva no sexo feminino
ou masculino. Foi observado que, quando expostos a estresse intrauterino, meninas podem
apresentar um maior prejuizo nas fungdes motoras, cognitivas e nas fungdes cardiovasculares.
Enquanto meninos apresentam maiores alteragdes respiratorias e psicologicas, como asma,

depressdo e esquizofrenia. (SUTHERLAND, 2018)

Estudos epidemiologicos e experimentais demonstraram que o estresse fetal
intrauterino, seja ele de natureza hormonal, nutricional, ambiental ou farmacologica, traz

alteragdes de maneira duradoura ou irreversivel na estrutura e fungdo do tecido, que sao
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observaveis durante toda a vida desse individuo (BISCHOFFA et al., 2018). O estresse pode
ser desencadeado por fatores quimicos, fisicos, bioldgicos, emocionais e ambientais através da
ativagdo do Eixo Hipotalamo-Hipofise-Adrenal (eixo HPA). Nesse sentido, a exposi¢ao cronica
aos glicocorticoides maternos, resulta em uma atividade alterada do eixo HPA, que estaria

envolvida na programacao do padrao de satde do individuo (SILVEIRA, 2007).

Em condi¢des normais, os niveis de glicocorticoides fetais sio muito menores que 0s
maternos, por conta da acdo da barreira natural enzimatica ao cortisol chamada 11p-
hidroxiesteroide desidrogenase-2 (11B-HSD2) que protege o feto, embora ainda permita a
passagem de cerca de 10 a 20%. Os niveis plasmaticos maternos de hormoénio liberador de
corticotropina (CRH) aumentam exponencialmente conforme a gestagdo avanca, tendo seu pico
no momento do parto. A estimulagdo da pituitaria fetal pelo CRH aumenta a produ¢ao de ACTH
e, consequentemente, de cortisol pela adrenal, amadurecendo o eixo HPA fetal e induzindo a

formagao de surfactante nos pulmdes (SILVEIRA, 2007).

A regulacdo da liberagdo hormonal na gravidez ¢ fundamental para o correto
desenvolvimento fetal, e qualquer desvio da concentracdo normal desses hormonios, através de
um estresse cronico, pode produzir alteragdes microscopicas e macroscopicas no hipocampo da
prole, com distirbios comportamentais e psicopatoldgicos, neurodegeneragao inflamatéria do
hipocampo e comprometimento da aprendizagem espacial (GUEST, 2013; LINS et al., 2018;
WANG et al., 2010; BATINIC et al., 2016). Nesse sentido, a Hiperalgesia Muscular Cronica
Difusa durante a gestacdo, enquanto modelo animal que mimetiza a Fibromialgia, poderia

desencadear alteracdes epigenéticas e hormonais.

Nesse contexto, a avaliacao dos reflexos neonatais, ou reflexos primitivos € necessaria
para o acompanhamento do desenvolvimento do feto mediante agdes estressoras. Tais reflexos
sao definidos como reagdes involuntarias e repetitivas a um estimulo externo (YAGER, 2017,
GUIMARAES, 2003; ODILARA et al., 2019; KUMAR, 2017). A maturagio do sistema
nervoso central (SNC) € progressiva, ou seja, a auséncia, persisténcia, exacerbacdo ou atraso
dos reflexos primitivos, sdo indicadores validos de disfun¢do cerebral ndo focal e expressa
alteracdes na génese dessas estruturas nervosas, o que pode indicar sinal precoce de lesdo
neuroldgica grave, encefalopatia, comprometimento do sistema nervoso central, transtornos
psiquiatricos ou outras anormalidades neuroldgicas, geralmente graves (YAGER, 2017;

GUIMARAES, 2003; ODILARA et al., 2019; KUMAR, 201; PEDROSO, 2010).
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A andlise de reflexos neonatais em modelo experimental permite uma analise
ontogénica da maturacdo cerebral e do sistema nervoso, uma vez que os ratos neonatos
apresentam alguns reflexos semelhantes aos humanos, porém com um tempo diferente de
evolugdo e subsequente aparecimento (KUMAR, 2017). Avaliar reflexos neonatais ¢ de suma

importancia, pois identifica precocemente possiveis distiirbios neurais e/ou motores na crianga.

Considerando-se que fatores estressores cronicos durante a gestagao influenciam o
desenvolvimento de o6rgaos e tecidos fetais, assim como influenciam no estilo de vida e de
doengas que aquele individuo enfrentara durante toda sua vida; um ambiente adverso durante o
processo gestacional, permitiria a avaliagdo de efeitos a longo prazo sobre a descendéncia
(BISCHOFFA, 2018; SILVEIRA, 2007; LINS et al., 2018). Os resultados de investigacdes com
programacao fetal, poderdo impactar positivamente na prevencao de doengas cronicas, além de
contribuir na busca por sua etiologia e na promoc¢ao da saude. Sendo assim, o presente trabalho
tem como objetivo analisar o impacto da Hiperalgesia Muscular Cronica Difusa na gestacao e
na prole de ratas wistar, tendo como principal foco do estudo, a influéncia da Fibromialgia em

geragdes futuras.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Neurofisiologia da dor
Em 1979, a International Association for the Study of Pain (IASP) publicou uma
definicao que tentava retratar a complexidade da dor e ajudar no manejo da pessoa com dor. Na
defini¢cao mais recente, de 2020, a dor ¢ retratada como uma experiéncia sensorial ¢ emocional
desagradavel associada, ou semelhante aquela associada, a dano tecidual real ou potencial, ou

descrita em termos de tal dano (RAJA et al., 2020; DESANTANA, 2020).

Quanto aos processos neurais da sua percepgdo, 0 corpo possui receptores sensoriais
que sao ativados ao notar danos reais ou potenciais, estes recebem o nome de nociceptores. Os
nociceptores podem ser classificados em térmicos, mecanicos, polimodais ou silentes. Ao notar
o estimulo nocivo, 0s receptores sensoriais convertem essa energia térmica, mecanica ou
quimica, em potenciais elétricos que despolarizam terminais nervosos € geram potenciais de
acdo que sdo propagadas ao sistema nervoso central. A velocidade com que os potenciais de
acdo sao conduzidos, depende do diametro e do tipo da fibra, se sdo mielinizadas ou nao.

(KANDEL, 2014; COLLOCA et al., 2017)

Os nociceptores sao inervados por dois tipos de fibras: Fibras Ad, e fibras C. As fibras
Ad sdo mielinizadas, assim, sua velocidade de condug¢do ¢ mais rapida, transmitindo
informagdes de dor de laténcia curta (aguda). Fibras C apresentam didmetro pequeno e sdo
amielinizada, logo, a velocidade de condugdo das informagdes ¢ lenta, caracteristica de uma

dor difusa (KANDEL, 2014; COLLOCA et al., 2017).

Os sinais dos nociceptores sdo transmitidos para os neuroénios do corno dorsal da
medula espinhal. Entdo, a informacao nociceptiva ¢ transmitida da medula ao tdlamo por cinco
vias ascendentes principais, sendo elas, os tratos: espinotalamico, espinorreticular,
espinomesencefalico, cervicotaldmico e espino-hipotalamico. O trato espinotaldmico ¢ a via
que desempenha um papel fundamental na transmissdo da informagao nociceptiva (KANDEL,
2014). Uma vez no talamo, varios nucleos de retransmissao participam do processamento
central da informagao ao cortex cerebral, que ¢ quando de fato percebemos a dor. Todo esse
caminho resulta na dor nociceptiva, visto que os receptores dos nociceptores e as vias da dor
foram ativados por estimulos especificos. Ja a dor nociplastica, ndo esta associada a receptores
especificos, ela ¢ produzida por disfun¢des ou doencas das células do sistema nervoso

somatossensorial (MIRANDA, 2016; COLLOCA et al., 2017; CHEN et al., 2021).
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Segundo a [IASP, a hiperalgesia pode ser entendida como uma resposta exacerbada a
um estimulo doloroso considerado brando, havendo uma hiperexcitabilidade dos nociceptores,
causando uma resposta dolorosa aumentada (JENSEN, 2014; SCHOLZ et al., 2019). Nesse
contexto, a fibromialgia ¢ uma doenga musculoesquelética cronica com sensibilizagcdo central
e periférica, de dor nocipléastica, sendo comum os pacientes apresentarem hiperalgesia

(SIRACUSA, 2021).

2.2 Fibromialgia

A Fibromialgia (FM) ¢ uma doenga reumatoldgica cronica, caracterizada por dor
musculoesquelética difusa, além de estar associada a outras condi¢des, como fadiga, depressao,
padrao de sono ineficaz, entre outros. A FM ¢ uma doenga de etiologia ainda desconhecida, que
atinge em sua maioria mulheres. Suspeita-se do envolvimento de fatores genéticos, ambientais,
autoimunes ou hormonais para seu desenvolvimento. O diagndstico ¢ clinico e a influéncia de
aspectos sociais, psicologicos e culturais torna sua expressdo clinica altamente variavel,
podendo atrasar ou prejudicar o correto diagnostico e subsequente abordagem terapéutica

(BHARGAVA, 2021; MARTINEZ et al., 2016; HEYMANN et al., 2017).

A partir de 1980, foram discutidos critérios diagnosticos para a FM. Apenas em 1990,
o Colégio Americano de Reumatologia, American College of Rheumatology (ACR), elaborou
critérios de classificacao, podendo ser chamados de ACR 90. Esses critérios, que se baseavam
na dor difusa e no exame fisico dos pontos dolorosos (tender points), foram bem aceitos pela
comunidade cientifica e contribuiram para o avanco dos estudos sobre a Fibromialgia. Além
disso, a classificacdo da ACR 90 também foi importante para diminuir a subjetividade na

analise clinica desses pacientes (MARTINEZ et al., 2016; HEYMANN et al., 2017).

Ao passar dos anos, com o avango dos estudos, notou-se a necessidade da atualizagdo
dos critérios diagndsticos, logo, foram publicadas atualizagdes nos anos de 2010, 2011 e 2016
(MARTINEZ et al., 2016). As principais mudangas trouxeram novos critérios e indices, como
por exemplo a avaliagdo de disturbios funcionais e alteracdes de cognicao, que avaliados com
os critérios ACR 1990, proporcionam uma acuracia diagnodstica. A prevaléncia da Fibromialgia

no Brasil ¢ estimada em 2,5%, sendo em sua maioria mulheres (HEYMANN et al., 2017).

Apesar da fisiopatologia da fibromialgia ainda ndo estar totalmente elucidada, seu
desenvolvimento estd relacionado ao processo de sensibilizagdo central, com o aumento de
estimulos excitatérios no corno dorsal da medula espinal, como glutamato; e a reducdo de

neurotransmissores inibitorios de serotonina e noradrenalina nos tratos inibitorios descendentes.
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A literatura tem demonstrado que os mecanismos patoldgicos da fibromialgia possam estar
ligados a uma resposta a estimulos estressores resultando em niveis elevados de substancia P e
neurocinina 1, associados ao eixo hipotalamo-hipdfise adrenal (HPA), cognig¢do, afeto e
sensibilizacao central no corno dorsal. Acredita-se que o eixo HPA e o sistema nervoso
auténomo (SNA), desempenham um papel no aparecimento e/ou manutencao da fibromialgia

(DESANTANA, 2008).

2.3 Hiperalgesia Muscular Cronica Difusa

Por ser uma doenga de etiologia desconhecida, ¢ importante que sejam feitas pesquisas
que ajudem a diagnosticar, identificar causas, marcadores e possiveis tratamentos para a
Fibromialgia. Pesquisadores buscam formas de desenvolver em laboratério um estado de dor
musculoesquelética cronica e difusa que se assemelhe com a Fibromialgia (MACIEL et al.,
2014). O modelo animal considerado padrao ouro para mimetizar a FM ¢ o da Hiperalgesia
Muscular Cronica Difusa, que consiste em duas inje¢des unilaterais de salina acida (pH 4,0) no
musculo gastrocnémio esquerdo, com intervalo de cinco dias entre as injecdes. Esse protocolo
induz uma hiperalgesia bilateral ndo inflamatoria no animal, mediada por mecanismos centrais,
que se mantém por 4 semanas e ndo gera lesdes teciduais, desencadeando um resultado

caracteristico da Fibromialgia (MACIEL et al., 2014; SLUKA, 2001).

Para a indugao do modelo, dentre os quatro canais i0nicos sensiveis ao acido, o ASIC3
parece desempenhar um papel fundamental para o desenvolvimento de hiperalgesia secundaria
e sensibilizacdo central (LESNAK, 2019). O controle do pH ¢ fundamental para a indugdo. A
diminui¢do do pH e do lactato ativam ASICs; os ASIC3 mediam os efeitos iniciais da
hiperalgesia muscular cronica difusa induzida por salina acida (LESNAK, 2019;

DESANTANA, 2008).

Ap6s a segunda inje¢do da salina, hd um aumento duradouro na libera¢do de glutamato
e aspartato no corno dorsal da medula espinhal. O glutamato se liga ao receptor N-metil-D-
aspartato (NMDA) que ¢ crucial no desenvolvimento de dores musculares. O nticleo magno da
rafe (NRM) e o nucleo gigantocellularis (Gi), do Bulbo rostro-ventromedial (RVM), sdo areas
importantes para o desenvolvimento e manutengdo da hiperalgesia mecéanica apds a injecao,
devido a um desequilibrio entre as influéncias inibitorias e excitatérias (LESNAK, 2019;

DESANTANA, 2008).

Nesse modelo hiperalgésico induzido por acido desenvolvido por Sluka (2001), ha

ainda aumentos na fosforilagdo da quinase relacionada ao sinal extracelular do fator de
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transcri¢do (pERK), na medula espinhal, amigdala e o nucleo paraventricular talamico anterior.

Sendo importante para a indugdo e manuten¢ao da hiperalgesia cronica (LESNAK, 2019).

2.4 Gestacao e Fibromialgia

As alteragdes que o corpo sofre para acomodar o feto durante o periodo gestacional ¢
extenso e integrado, envolvendo todos os sistemas. Dentre as principais alteracdes, podemos
citar: 1- alteragdes enddcrinas, promovendo o crescimento fetal e a manutengdo da vida; 2-
dermatologicas, como o aparecimento dos tubérculos de Montgomery e hiperpigmentagao; 3-
cardiovasculares, com desenvolvimento da rede vascular uterina, aumento da volemia e pré-
carga; 4- musculoesqueléticas, com mobilidade articular e posturas alteradas; 5- digestorias e
urinarias, com €émese, pirose € aumento da taxa de filtracdo glomerular (BORON, 2015;

PASCUAL, 2021).

No entanto, o desenvolvimento de anormalidades durante a gravidez, podem levar a
complicagdes tanto para a mae quanto para o feto, por isso ¢ muito importante um
acompanhamento rigoroso da gestacdo desde antes da concepcao (PASCUAL, 2021). A satide
mental e fisica dos genitores, pode trazer predisposi¢ao de alguns problemas como depressao,
ansiedade e doencas cronicas nao transmissiveis para sua descendéncia (HIGGINS et al., 2015).
Gestantes com fibromialgia apresentam uma potencialidade aos sintomas dolorosos, a
regulacdo neuroenddcrina que acontece durante a gravidez, pode acabar potencializando alguns
sintomas da FM mesmo em mulheres sauddveis. A associagdo dos hormonios gonadais
femininos com a modulagdo da dor, a baixa de serotonina, acabam por potencializar um padrao

de sono ineficaz, depressao e dor cronica (GENC, 2017).

O estudo de Saa’d e colaboradores (2013), acompanhou um grupo de mulheres
gravidas saudéveis, sem diagnostico de Fibromialgia, e aplicou questionarios sobre qualidade
de vida com o SF-36 e o questiondrio sobre impacto da fibromialgia (FIQ), além de avaliar os
critérios diagnosticos do Colégio Americano de Reumatologia para a FM. As mulheres que
preencheram os diagnésticos para uma sintomatologia de fibromialgia (critérios ACR
positivos) foram alocadas em um grupo e tiveram seus desfechos obstétricos comparados com
outras mulheres também saudaveis, porém sem sintomatologia. As mulheres com
sintomatologia, apresentaram prejuizo no desenvolvimento de atividades de vida didrias antes
do terceiro trimestre, diferente do outro grupo de gravidas saudéveis que ndo apresentaram

qualquer sintomatologia (SAA’D, 2013).
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A gravidez é um periodo de vulnerabilidade biopsicossocial para a mulher. Ansiedade
e sintomas depressivos na gravidez estdo associados a implicagdes adversas para o
neurodesenvolvimento fetal e com baixo peso ao nascer. Foi observado que ansiedade e

depressdo sao mais frequentes na gestacao de pessoas com Fibromialgia. (GENC, 2017)

Estudos que avaliaram os filhos de mulheres que tinham diagndstico de dor cronica,
observaram que esses filhos eram mais propensos a relatar queixas de dor em comparagao com
filhos de maes saudaveis (HIGGINS et al., 2015). Além disso, foi apontado que adolescentes
cujos pais tenham dor cronica, apresentavam maior risco de desenvolvimento de ansiedade e
depressdao do que adolescentes de pais sem dores cronicas. (HIGGINS et al., 2015; GENC,
2017).

A Fibromialgia ndo ¢ hereditaria, mas acredita-se que um dos fatores para seu
aparecimento, tenha relagdo com predisposicdo genética. Mulheres representam a maioria da
populagdo com Fibromialgia, mas apesar disso, o impacto que a FM e os medicamentos que

essas pessoas tomam, exerceriam na gestacao, ainda ndo € tdo claramente definido.

2.5 Origens Desenvolvimentistas da Saude e Doenca (DOHaD)

O ramo da ciéncia que estuda a associagdo de agravos ocorridos em fases iniciais de
desenvolvimento e a predisposi¢do a doengas nesse individuo até a fase adulta, ¢ denominado:
origens desenvolvimentistas da satde e doenca, do inglés, developmental origins of health and
disease (DOHaD) (SILVEIRA, 2007; MANDY, 2018). Efeitos adversos ocorridos em fases
precoces do desenvolvimento humano, como no ambiente intrauterino através de mecanismos
epigenéticos, sinais hormonais transmitidos ao feto através da placenta ou através da lactagao,

influenciam no padrao de saude e doenca ao longo da vida desse individuo (SILVEIRA, 2007).

Na década de 30, Kermack et al. publicou um estudo que analisava taxas de
mortalidade na Inglaterra e na Suécia, onde foi constatado que as condi¢des ambientais durante
a vida fetal e a infAncia poderiam estar determinando a taxa de mortalidade de cada geragdo
(KERMACK, 1934; SILVEIRA, 2007). O periodo em que o evento adverso ocorre também
influencia no desfecho do individuo (SILVEIRA, 2007, HEINDEL, 2015). Em 1976, ao
analisar 300.000 filhos de mulheres expostas a um periodo de escassez alimentar da Holanda
na Segunda Guerra Mundial, Ravelli demonstrou uma relagdao direta do periodo estressor
materno, ao desenvolvimento do individuo (RAVELI, 1976; SILVEIRA, 2007). Caso a mae
houvesse sofrido desnutri¢do durante o primeiro semestre da gestagdo, havia uma grande

incidéncia de obesidade nos filhos, ja se foram expostos a desnutricdo no ultimo trimestre da
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gestacdo, esse grupo apresentava uma baixa incidéncia de obesidade (RAVELI, 1976;

SILVEIRA, 2007).

Desde entdo, tem se desenvolvido o conceito de programacao fetal, onde um estimulo
aplicado em um periodo critico do desenvolvimento pode ter efeitos duradouros sobre a
estrutura ou funcdo de um organismo (SILVEIRA, 2007; HEINDEL, 2015). A vida pré-natal,
a infancia e a adolescéncia sdo periodos criticos caracterizados por alta plasticidade neural
(SILVEIRA, 2007; GOYAL, 2019). A exposi¢ao a um estimulo estressor materno significativo,
pode levar a alteragdes persistentes no padrao de saude da sua descendéncia, demonstrando uma
relacdo causal entre condigles intrauterinas € o favorecimento ao surgimento de doengas
cronicas como hipertensao, diabetes, obesidade, doencas cardiacas, entre outros, até a fase
adulta desse individuo (SILVEIRA, 2007). O principal produto resultante de um periodo
estressor materno, ¢ um aumento na producao de glicocorticoides, por hiperestimulacio do eixo

HPA.

Os glicocorticoides (GC) atuam no metabolismo dos carboidratos, na resposta
inflamatoria, sintese de proteinas, na maturacao fetal, entre outras fungdes fundamentais para a
homeostase corporal (MANDY, 2018). Ao final da gestagdo, os glicocorticoides agem na
maturacao do eixo HPA fetal e na producdo de surfactante pulmonar (SILVEIRA, 2007;
MANDY, 2018). A carga de GC que passa da mae para o feto ¢ normalmente regulada pela
barreira natural enzimatica 11pB-hidroxiesterdide desidrogenase tipo 2 (11B-HSD2), uma
enzima placentaria que inativa os GC circulantes, e impede que o feto seja exposto a niveis
elevados de GC antes do final da gestacdo ou em casos de estresse agudo materno (GUEST,
2013; MANDY, 2018). No entanto, quando o estresse ¢ cronico, através de infeccoes, dores
cronicas, desnutricdo ou tratamento medicamentoso com GC, ha uma hiperestimulagdo do eixo
HPA materno, com expressdo reduzida do feedback negativo no hipotdlamo, aumento da
producao de GC e atenuacao da expressao de 11B3-HSD2, aumentando assim, a exposicao fetal
aos glicocorticoides (MANDY, 2018; GOYAL, 2019). Podendo resultar em mudancas
irreversiveis na estrutura de 6rgdos, alteracdes macroscopicas e microscopicas no hipocampo
da prole e altera¢des na expressao génica (GUEST, 2013; LINS et al., 2018; MANDY, 2018).

Esses eventos estdo representados no fluxograma abaixo (Figura 1).
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Figura 1. Fluxograma da associacdo de glicocorticoides e fatores ambientais na programacdo fetal.
Adaptado de Mandy (2018) e Goyal (2019)

A atividade do eixo HPA materno resultando na hiperexcitabilidade do eixo HPA fetal

¢ o mecanismo fisioldgico mais comumente utilizado para explicar a relacdo entre o estresse

materno e os desfechos com a prole. Estudos que fizeram a aplicacdo de glicocorticoides

sintéticos também resultaram em alteragdes na prole. Todavia, outros mecanismos também

podem fazer parte dessa relagdo. O estresse materno que uma hiperalgesia pode causar, por

exemplo, afeta diretamente a satide materna como alteracdo em comportamentos regulatorios,

como do sono, da atividade intestinal, da atividade do sistema simpatico adrenomedular que

regula a resposta ao estresse agudo, bem como o sistema imunoldgico (BUSSIERES, 2015).



19

2.6 Reflexos Neonatais

O neurodesenvolvimento e a maturagao do sistema nervoso sao usualmente avaliados
na pratica clinica através de reflexos neonatais e marcos do desenvolvimento. Os reflexos
primitivos sao movimentos involuntarios e repetitivos desencadeados pelo tronco cerebral e
medula espinhal e sua presenca no tempo certo demonstra um bom desenvolvimento
neurossensoriomotor (YAGER, 2017; GUIMARAES, 2003). Quando esses reflexos estio
ausentes, permanecem por mais tempo que o necessario ou quando aparecem fora do periodo
esperado, indicam possiveis anormalidades no neurodesenvolvimento do bebé (KVARIK,

2016; YAGER, 2017).

Em humanos, tais testes sao realizados ainda na maternidade logo ap6s o nascimento,
sendo os principais: Reflexo de Moro, de succao, de busca, de Galant, de colocagao, preensao
palmar, preensao plantar, apoio plantar, marcha reflexa e o reflexo Tonico-Cervical Assimétrico.
Estima-se, através de encefalograma e andlises anatomicas, as semelhancas da maturagao
neuroldgica entre animais € humanos. Os pré-oligodendrocitos sdo as células predominantes no
cérebro fetal humano em desenvolvimento, de 23 a 32 semanas de gestagdao; um rato com um
dia de nascimento possui um nivel de maturagdo cerebral semelhante (YAGER, 2017;

GUIMARAES, 2003; ODILARA et al., 2019; KUMAR, 2017).

Em roedores, entre 8 e 10 dias de gestacdo, h4 o desenvolvimento da placa neural e do
processo cefalico, além do fechamento do sulco neural por volta do 11° dia de gestacdo
(CARMO, 2004; YAGER, 2017). O desenvolvimento cerebral de roedores se difere do
desenvolvimento humano, quanto ao periodo de maturagdo. Em humanos, a maior parte desse
desenvolvimento ocorre no periodo pré-natal, enquanto nos roedores, o apice da mielinizagao,
por exemplo, ocorre no periodo pos-natal. Colocando em equivaléncia a maturag@o neural de
humanos e roedores, pode-se afirmar que as duas primeiras semanas do periodo pds-natal dos
roedores equivalem ao terceiro trimestre de gestacdo em humanos, quando ocorre um rapido
crescimento encefalico, com arborizagao dendritica, crescimento axonal e mielinizagao (MELO,

2020).

Diante do exposto, trabalhos que avaliem o impacto de processos estressores durante
o periodo gestacional no desenvolvimento da prole sdo de grande importancia. Nesse sentido,
estudos que investigam a fibromialgia como potencial indutor do estresse durante a gestagao
permitiria a avaliagdo de efeitos a longo prazo sobre a descendéncia, resultando em dados

importantes na investigacdo de doencas que aquele individuo enfrentara durante toda sua vida.
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral:

Hipotese: Fatores estressores cronicos durante a gestagdo influenciam o
desenvolvimento fetal, causam alteragdes no hipocampo, assim como influenciam no estilo de
vida e patologias que aquela crianga enfrentard enquanto adulta, portanto o modelo de
Hiperalgesia Cronica Difusa pode desencadear disturbios na prole que favoregam o

desenvolvimento de doencgas ou cause alteragdes comportamentais até a vida adulta.

Objetivo: Avaliar a influéncia da hiperalgesia muscular cronica difusa no processo

gestacional e na resposta de reflexos neonatais e desenvolvimento da prole de ratas.

3.2 Objetivos Especificos:

Hipotese 1: A hiperalgesia muscular cronica difusa poderd influenciar na gestacao.

Objetivo 1: Analisar a influéncia hiperalgesia muscular cronica difusa no processo

gestacional.

Hipotese 2: A hiperalgesia muscular cronica difusa pode alterar as respostas dos

reflexos neonatais da prole.

Objetivo 2: Avaliar as respostas dos reflexos neonatais na prole de ratas submetidas a

hiperalgesia muscular cronica difusa.

Hipaotese 3: Fatores hormonais t€m influéncia no desenvolvimento da Fibromialgia,
visto que o maior numero de pacientes ¢ do sexo feminino. E importante avaliar se o género

influencia na resposta da prole.

Objetivo 3: Investigar o dimorfismo sexual na resposta comportamental da prole de

ratas submetidas a hiperalgesia muscular cronica difusa.
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4. MATERIAIS E METODOS
Trata-se de um estudo experimental, utilizando ratos Wistar. O projeto foi aprovado
pelo Comité de Etica em Pesquisa com Animais (CEPA), da Universidade Federal de Sergipe,
através do n° de protocolo 8239041219 (Anexo A).

4.1 Animais

Foram utilizados 27 ratos adultos (18 fémeas e 9 machos), pesando entre 200 g ¢ 250
g, provenientes do Biotério Central da Universidade Federal de Sergipe. Para o
desenvolvimento da pesquisa eles ficaram alocados no Laboratério de Pesquisas em
Neurociéncias (LAPENE), mantidos em gaiolas de fundo s6lido mini-isoladoras com sistema
fechado de ventilagdo, e um ciclo claro-escuro de 12h / 12h (claro das 6h as 18h), a temperatura

de 21 = 1 °C, com acesso livre a racdo e agua apropriadas.

Aos 90 dias de vida, foi iniciada a aclimata¢do de dois dias para o inicio do
experimento. Foi realizado o protocolo da indu¢do da Hiperalgesia Cronica Bilateral nas fémeas
do grupo Salina Acida (SA), no grupo Salina Neutra (SN) foi realizado o mesmo protocolo,
mas com salina neutra ao invés da salina acida, e o grupo Controle (Ctrl) foi avaliado quanto
ao comportamento nos mesmos momentos dos grupos SA e SN, mas sem intervenc¢ao. Os ratos
foram divididos em trés grupos de 06 fémeas e 03 machos; cada macho realizou a cobertura de
duas fémeas durante a fase reprodutiva de unido e cépula. Quando identificado o tampao
mucoso vaginal nas ratas, indicando que houve copula, aquele era considerado o dia gestacional

(DG) 0.

Para os estudos que avaliaram neurodesenvolvimento através de reflexos neonatais em
outros roedores com dimorfismo sexual, utilizaram um nimero amostral de 6 a 8 ratos de cada
sexo por grupo. Esses resultados permitiram estabelecer o nimero amostral necessario para o
estudo da prole. Ficou estabelecido o nimero de 8 ratos como nimero minimo para a avaliagao
dos reflexos neonatais, sendo 8 machos e 8 fémeas por grupo (FRAGOSO, 2017; MESQUITA,
2007; OLIVEIRA, 2011).
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4.2 Protocolos Experimentais

4.2.1 Inducio da hiperalgesia muscular cronica

ApoOs mensuragdo dos parametros basais, as ratas fémeas foram anestesiadas com
Isoflurano (2-5%). Um volume de 100 pL de salina estéril com pH 4,0, calibrada em Phmetro
foi injetado no musculo gastrocnémio esquerdo no dia 0 e, novamente 05 dias apds a primeira
injecdo (dia 05). Este procedimento produz hiperalgesia bilateral persistente no musculo e na
pata, por um periodo de at¢ 4 semanas (MACIEL et al.,, 2014; SLUKA, 2001). Houve
cegamento dos pesquisadores para a indugdo da hiperalgesia. Um pesquisador distribuiu
aleatoriamente os animais nos trés grupos experimentais, um segundo pesquisador realizou a
instilagdo da salina e as andlises comportamentais. O cegamento foi mantido até o fim do

experimento.
Os trés grupos experimentais estdo descritos a seguir

1) Grupo Salina Acida (n=6): Foi realizada a indugio de Hiperalgesia difusa através
de duas instilagoes de salina acida.

2) Grupo Salina Neutra (n=6): Realizados os mesmos procedimentos do grupo 1, mas
com a instilacdo de salina neutra.

3) Grupo Controle (n=6): Apenas comportamento sem intervencao.
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4.2.2 Monitor de Atividades

Para complementar a avaliagdo comportamental, foi utilizado o monitor de atividades
(Insight®, Ribeirdo Preto, SP, Brasil) que consiste em um equipamento destinado a
monitorizagdo de movimentos em cobaias colocadas dentro de uma caixa de polietileno. Os
movimentos s3o monitorados por sensores infravermelhos nos eixos X, y € z, ou seja, altura,
largura e profundidade. O programa ¢ capaz de captar o caminho efetuado pelo animal, além
de reconhecer movimentos circulares, horario e anti-horario, com a possibilidade de ser medido
o espago percorrido, a velocidade do trajeto, a duragdo, a distancia percorrida e o tempo. E
possivel ainda a contagem de vezes em que o animal ficou de pé; tempo de descanso e
movimentos estereotipicos, como cogar e tempo de inércia. Para realizagdo do teste, os animais
sdo retirados das suas caixas e colocados no equipamento. O software ¢ entdao programado para
avaliagdo, apds 5 segundos de adaptacao dos ratos ao ambiente, o registro das atividades ¢ feito
por um periodo posterior de 5 minutos. Apos esse periodo foi gerada uma tabela grafica do
caminho efetuado pelo animal, velocidade média, duragdo do trajeto e distancia percorrida. O

relatorio ¢ emitido em forma de planilha pelo Microsoft Excel (INSIGHT, 2019).

“3 INSIGHIT *

-

Figura 2. Monitor de atividades. O aparelho ¢ utilizado para avaliagdo da atividade locomotora do
animal. Acervo do Laboratdrio de Pesquisa em Neurociéncia — UFS.
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4.2.3 Mensuracao da hiperalgesia mecanica cutinea

Para avaliacdo da hiperalgesia mecanica cutanea foi utilizado o Analgesimetro Digital
(Insight®, Sao Paulo, SP, Brasil), também chamado de Von Frey Eletronico. O aparelho
consiste em um transdutor de pressdo conectado a um contador digital de forca expressa em
gramas (g). O contato do transdutor a pata dos animais ¢ realizado por meio de uma ponteira
descartavel de polipropileno com 0,5 mm de didmetro acoplada ao analgesimetro. Inicialmente
os animais sao aclimatados em suas caixas por 30 minutos na sala de comportamento. Na
sequéncia, sdo colocados em cubiculos transparentes, cujo assoalho ¢ uma malha de arame nao
maledavel, e aclimatados novamente por 30 minutos. Este procedimento ¢é repetido por dois dias
consecutivos antes de iniciar o teste comportamental, durante o tempo de permanéncia na
plataforma eles recebem estimulagdo com a ponteira. O experimentador aplicard uma pressao
linearmente crescente no centro plantar das patas traseiras do animal até que ele produza uma
resposta flexora caracteristica denominada de “flinch”. Sao registradas trés medidas similares
de cinco tentativas, posteriormente calculada uma média aritmética desses valores mais
proximos. O resultado obtido € considerado o limiar mecanico de retirada da pata ¢ interpretado
como hiperalgesia mecanica secundaria (cutanea). As mensuragdes de limiar mecanico foram

realizadas imediatamente antes e apos as injecdes de salina acida (MACIEL et al., 2014).

Figura 3. Von Frey Eletronico. Os animais sdo mantidos nos cubiculos, que contém o assoalho vazado,
permitindo o contato do transdutor com as patas traseiras do animal. Acervo do Laboratério de Pesquisa
em Neurociéncia — UFS.
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4.2.4 Laténcia térmica

Para avaliagcdo da laténcia térmica, foi utilizado o teste da placa quente (Hot Plate)
(modelo EFF-361, Insight®). Nesse teste, considera-se como laténcia de resposta, o tempo (em
segundos) em que os animais permanecem sobre uma placa metélica aquecida (50+0,5°C) até
reagirem ao estimulo térmico. Essa reagdo ¢ caracterizada pelo comportamento de levantar ou
lamber as patas traseiras, sendo considerada a reagdo que primeiro for manifestada pelo animal.
O tempo de laténcia para a resposta € registrado com um crondmetro e o tempo de permanéncia
maxima do animal sobre a superficie € de 20s a fim de evitar lesdes térmicas (NASCIMENTO
etal., 2013). A mensuragdo da laténcia térmica foi realizada antes da administrag¢do da primeira
injecdo de solucdo salina e ap6s 24h da administragdo da segunda injecdo de solucao salina

(MACIEL et al., 2014).

Figura 4. Placa Quente. A plataforma quente é utilizada para investigacdo da laténcia térmica dos
animais. Acervo do Laboratério de Pesquisa em Neurociéncias — UFS.
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4.2.5 Reflexos Neonatais e Caracteristicas Fisicas

Os animais foram avaliados por dois avaliadores independentes, previamente treinados,
adotando duplo cegamento até o fim do experimento. O cegamento teve como finalidade de
evitar ou diminuir viés de inducdo na condug¢do do estudo, os avaliadores ndo sabiam de qual
grupo aquele neonato fazia parte, além disso, um avaliador ndo interferia ou participava da
avaliagdo do outro. A expressdo do resultado foi escrita nas fichas de avaliagdo assim como
apontado no quadro 1, mas para fins de tabulacdo, o reflexo foi considerado apenas quando

apresentava uma resposta completa, quando realizado de forma efetiva.

As andlises dos reflexos primitivos tiveram inicio no Dia P6s-Natal (DPN) 1, com
cada estimulo sendo realizado como descrito nos quadros abaixo (quadro 1 e quadro 2). Foi
aferida a massa em gramas da prole nos dias pos-natal 1, 10 e 21. As mensuragdes de cada
estimulo seguiram até uma resposta bem-sucedida dos mesmos, sendo o dia final de avaliagdo
neonatal o DPN 20. Os quadros a seguir foram adaptados dos estudos de Yager et al (2017) e

Kumar (2017), no quadro 1 estdo descritos os reflexos neonatais.

Quadro 1. Reflexos neonatais avaliados em ratos.

Estimulo Resposta Expressao
Adequada Resultado
Preensao Leve preensao manual com Flexdo dos digitos 0 — Nao agarra
palmar (PPS)  uma haste fina na palma ao redor da haste. 1 — Agarra com uma
das patas dianteiras das patas
2 — Agarra com

sucesso com as duas

patas
Preensao Leve preensdo manual com Flexdo dos digitos 0—Nao agarra
plantar (PPI) uma haste fina na palma ao redor da haste. 1 — Agarra com uma
das patas traseiras das patas
2 — Agarra com

sucesso com as duas

patas
Endireitamento Segura o filhote em O filhote é capaz de 0 — Sem sucesso em
(E) decubito dorsal com as rolarsobre as quatro até 10s

quatro patas patas e ficar em



Acomodacao de
membros
inferiores

(AMI)

Acomodacio de
membros
anteriores pelas

vibrissas (APV)

perpendiculares ao corpo.

Solta o filhote e inicia
imediatamente 0
crondmetro

Segura 0 filhote

verticalmente pelo tronco,
acaricia o dorso da pata
traseira com a borda romba

de uma superficie

Suspende o filhote pela
cauda de tal modo que suas
vibrissas toquem
levemente a borda de uma

superficie plana

decubito ventral em
no maximo 15

segundos (s).

Flexdo de membro
ao estimulo seguido

de extensdo para

acomodar 0
membro sobre a
superficie.

Acomoda 0
membro sobre a
superficie em

menos de 10

segundos (s).

27

1 — Decubito lateral
ou postura
inadequada em até
15s

2 — Rolamento bem

sucedido com
postura  adequada
(patas

perpendiculares  ao
corpo) em até 15s

0 — Sem sucesso

1 — Coloca apenas
uma pata traseira

2 — Colocagdo bem
duas

sucedida das

patas traseiras

0 — Sem sucesso em
até 10s

1 — Coloca apenas
uma pata dianteira
em até 10 s

2 — Colocagdao bem
sucedida das duas
patas dianteiras em

até 10s



Aversao ao

precipicio (AQ)

Marcha (M)

Sobressalto

auditivo (SA)

Postura (P)

Coloca o filhote na borda
de uma superficie plana
com as patas dianteiras € o
focinho além da borda. O
pesquisador mantém as
maos e uma espuma abaixo

do precipicio a fim de

evitar a queda do filhote

Coloca o filhote no centro
de um circulo de 15 cm de

diametro

O filhote ¢ exposto a um
ruido alto (percussao de
estruturas metalicas) a uma
distancia de 10 cm do
pavilhdo auditivo

Coloca os filhotes em uma
superficie aberta e plana e
observa sua postura ao se

mover

Em uma resposta
protetora o filhote
se afasta da beira do
precipicio em até 10

segundos (s).

Em no méaximo 30
segundos o filhote ¢
capaz de sair do

circulo.

Movimento de
sobressalto para o
lado oposto ao

estimulo sonoro.

O filhote levanta o
abdomen da
superficie e as patas
ficam paralelas ao
corpo. Uma postura
imatura ¢ quando o
abdomen ¢
arrastado pela

superficie ou as
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0 — Nenhum
movimento para sair
da borda em até 10s
1 — Se movimenta,
mas as patas ou a
cabeca se mantém
fora da borda em até
10s

2 — Movimento bem
sucedido para longe
do precipicio em até

10s

Registra o tempo que
o filhote levou para
ter as duas patas
dianteiras fora do
circulo, sendo o
maximo 30 segundos
+ presente

- ausente

0 — Sem movimento
1 — Postura imatura

2 — Postura madura



Geotaxia

negativa (GN)

Endireitamento

em queda livre

(EQ)

Acomoda o filhote no
centro de

inclinada (45°),

uma rampa
com a
sentido

cabeca no

descendente

Segura o filhote pelas patas
em decubito dorsal sobre
uma superficie algodoada
ou de espuma a 30 cm de

distancia e entdo o solta

Quadro 1. Reflexos neonatais avaliados em ratos.

patas ficam
perpendiculares ao
corpo.

O animal ¢ capaz de
girar 0  corpo
posicionando a
cabeca no sentido
ascendente em no
maximo 10
segundos (s).

O filhote ¢ capaz de

endireitar-se e virar-

se para cair sobre a

superficie em
decubito ventral
pousando suas
patas.
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0 — Sem movimento
em até 10s
1 - Gira
parcialmente em até
10s

2 — Geotaxia bem
sucedida em até 10s
0 — Pousa em
decubito dorsal

1 — Pousa em
decubito lateral

9 -

Pousa em

decubito ventral

sobre as patas

Elaboracgao: autora. Adaptado de Yager e Kumar. (Yager, 2017; Kumar, 2017).

No quadro 2 a seguir, estdo descritas as caracteristicas fisicas que foram avaliadas na

prole.

Quadro 2. Caracteristicas fisicas avaliadas em ratos.

Estimulo

Resposta

Adequada

Expressao

Resultado

Abertura
Ocular (AO)
Abertura  do
conduto

auditivo (ACA)

Registrar o dia em que as
duas palpebras abrem

Registrar o dia em que o
Ostio acustico externo pode

ser visualizado

Houve abertura das
palpebras
O o6stio  acustico

externo podde ser

visualizado

+ presente
- ausente
+ visivel

- coberto
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Irrupcdo dos Registrarodiaemquehda H4 o rompimento + presente ou —
incisivos irrupcdo  dos incisivos da gengiva com ausente

superiores (IIS) superiores exposicao incisal

Irrupciao dos Registrarodiaemquehda HA4 o rompimento + presente ou -
incisivos irrupcdo  dos incisivos da gengiva com ausente

inferiores (II)  inferiores exposi¢ao incisal

Quadro 2. Caracteristicas fisicas avaliadas em ratos.

Elaboracio: autora. Adaptado de Yager e Kumar. (Yager, 2017; Kumar, 2017).

4.3 Delineamento Experimental

Os ratos machos ndo passaram por intervengao e foram utilizados apenas para a copula.
As ratas foram aclimatadas por 2 dias, entdo no terceiro dia (considerado dia 0), foram colhidos
os dados do Analgesimetro digital, Monitor de Atividades e Placa quente para mensurar os
valores basais desses animais. Apds as mensuracoes, as fémeas do grupo salina acida receberam
uma inje¢ao unilateral no gastrocnémio esquerdo de solucdo salina estéril acida (pH 4,0), como
primeira etapa da indug@o da hiperalgesia. Ja as fémeas do grupo salina neutra receberam uma
injecdo unilateral no gastrocnémio esquerdo de salina estéril neutra (pH 7,0), para ser o controle
da hiperalgesia. As fémeas do grupo controle nao passaram por intervengao, sendo o controle
da gestagdo. Com cinco dias, foram feitas novas injecdes de salina estéril nos grupos salina
acida e salina neutra, seguindo o mesmo protocolo do dia 0. Apos 24h (dia 6), foram realizadas
novas mensuragdes comportamentais, onde foram colhidos os dados do Analgesimetro digital,
Monitor de Atividades e Placa quente para mensurar os valores pos indugao desses animais. A

linha do tempo do delineamento experimental é demonstrada na figura a seguir (Figura 2).
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" o 1 o 1
12 dia 22 dia 3% dia 8-'d'a 9-'d'a Identificado Dia do
(90 dias/250 g) dia0 dia5 dia 6 tamp&o mucoso parto Desmame

Reflexos

Andlise 22 injedo Andlise i DG 15 DPNO DPN1 DPN 21
Aclimatagdo comportamental de salina comportamental l

l Pesagem
materna

neonatais

12 injecdo de salina Mensuragdes e
Unido com o macho

Figura 5. Linha do tempo do delineamento experimental. Legenda: DG: Dia gestacional e DPN: Dia
pOs natal.
Ao fim do desenvolvimento do projeto, os ratos foram eutanasiados de maneira

controlada e assistida, através da administragdo de dose excessiva do anestésico Tiopental
sodico (150 mg/Kg, i.p.), seguindo rigorosamente os preceitos éticos estabelecidos pelas
diretrizes do Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA); com a
Resolugdo Normativa n® 23 de 2015, referente a Introdu¢do Geral do Guia Brasileiro de
Producdo, Manutencdao ou Utilizacdo de Animais para Atividades de Ensino ou Pesquisa
Cientifica; pela Diretriz Brasileira de Pratica para o Cuidado e Utilizacdo de Animais para Fins
Cientificos e Didaticos; a Lei n° 11.794 de 2008 ¢ o Decreto n°. 6899 de 2009. Suas carcagas
foram dispostas em sacos brancos devidamente identificados como material bioldgico,
armazenadas em freezer e entregues ao Biotério Central da Universidade Federal de Sergipe,
até o recolhimento por empresa especializada com contrato vigente com a institui¢ao (BRASIL,

2008; BRASIL, 2009; BENTO-SANTOS et al., 2012; BRASIL, 2018).

4.4 Analise Estatistica

Os resultados foram expressos como média = desvio padrao da média, utilizando-se o
programa computacional GraphPad Prism® versdo 8.0 (GraphPad Software, Inc., USA). Os
dados foram submetidos ao teste de normalidade Kolmogorov-Smirnov, com o valor de p>0,05,
foram considerados paramétricos. Os dados dos ratos genitores (Monitor de atividades,
analgesimetro digital e placa quente) foram analisados através do Teste T pareado com os
valores pré e pos inducdo (dia 0 e dia 6). Os dados da prole foram analisados usando analise de
variancia de duas vias (2-way ANOVA) com po6s teste de Tukey. Foi adotado um nivel de

significancia de 95% para todas as analises estatisticas.
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5. RESULTADOS
5.1 FASE 1 —- HIPERALGESIA NA GESTACAO

5.1.1 Hiperalgesia Muscular Cronica Difusa

Limiar mecanico de retirada da pata

Podemos observar na figura a seguir (figura 6) que nas ratas do grupo Salina Acida, o
limiar mecanico de retirada da pata atingiu diferenca significativa tanto na pata contralateral
(direita) quanto na pata ipsilateral (esquerda), logo, as ratas do grupo salina acida apresentavam
hiperalgesia mecanica secundaria (cutanea) bilateral, mostrando que a hiperalgesia cronica

bilateral foi efetiva.
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Figura 6. Limiar mecinico de retirada da pata. Valores médios do limiar mecanico de retirada da
pata ipsilateral (2-A) e contralateral (2-B) do experimento, no Analgesimetro digital (mN). Os dados
foram colhidos nos momentos pré-indugdo (dia 0) enquanto valor basal, e pds-indugdo (dia 6) que
compreende para os grupos experimentais o periodo de inducdo do modelo de hiperalgesia. Os dados
foram expressos como média + desvio padrao e analisados por Teste T pareado. O grupo SA apresentou
no dia 6 reducdo significativa do limiar de retirada mecanica da pata quando comparado ao seu basal.
Os grupos SN e Ctrl ndo apresentaram reducdo significativa de limiar. Legenda: SA, salina acida; SN,
salina neutra; Ctrl, controle. *Variacao estatistica significativa intragrupo (p <0,05).



34

Laténcia Térmica

Como resultado da laténcia térmica, podemos observar, que ao comparar os valores
basais (dia 0) e pos intervengao (dia 6), houve reducao significativa da laténcia térmica apenas
no grupo salina 4cida. Esse dado complementa o resultado do limiar de retirada mecéanica da
pata, demonstrando que as ratas do grupo salina 4cida estavam em um estado de hiperalgesia

bilateral.

Laténcia Térmica (s)

10—
* mm Dia0
8- A e = Diab
@ 5
E_
4 T
2_
0- I I T

Figura 7. Limiar de laténcia térmica. Valores médios de laténcia térmica (s) na Placa Quente. Os
dados foram colhidos nos momentos pré-inducao (dia 0) enquanto valor basal, e pos-indugao (dia 6) que
compreende para os grupos experimentais o periodo de inducdo do modelo de hiperalgesia. Os dados
foram expressos em segundos (s) como média + desvio padrdo e analisados por Teste T pareado. O
grupo SA apresentou no dia 6 redugdo significativa do limiar de laténcia térmica quando comparado ao
seu basal. Os grupos SN e Ctrl ndo apresentaram redugdo significativa do limiar. Legenda: SA, salina
acida; SN, salina neutra; Ctrl, controle. *Variacao estatistica significativa intragrupo (p <0,05).
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Monitor de Atividades

No monitor de atividades nossos resultados demonstram uma reducao significativa da
distancia percorrida apenas para o grupo salina acida. Os valores do grafico foram representados
com as médias de deslocamento em centimetros do monitor de atividades de cada grupo, para

a avaliacdo basal e do dia 6.
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Figura 8. Distancia Percorrida. Os Valores médios da distdncia percorrida (cm) no Monitor de
Atividades. Dados apresentados em média + desvio padrdo. A aptiddo locomotora dos animais foi
avaliada nos momentos pré-inducao (dia 0) enquanto valor basal, e pds-indugao (dia 6) que compreende
para os grupos experimentais o periodo de inducdo do modelo de hiperalgesia. Os dados foram expressos
em média + desvio padrdo e analisados por Teste T pareado. O grupo SA apresentou no dia 6 redugdo
significativa da distancia percorrida quando comparado ao seu basal. Os grupos SN e Ctrl, ndo
apresentaram reducdo do limiar. Legenda: SA, salina acida; SN, salina neutra; Ctrl, controle. *Variagéo
estatistica significativa intragrupo (p <0,05).



36

5.1.2 Gestacao

Somente apos efetivado o protocolo de hiperalgesia, houve a unido dessas ratas com
os machos para o acasalamento programado. Apoés instituido o protocolo, a hiperalgesia se
mantém por até 4 semanas. A gestagdo de ratas Wistar dura em média 21 dias, sendo assim, as
ratas do grupo salina dcida estariam em um estado de hiperalgesia durante toda a prenhez.
Quanto a copula, foi possivel observar que as ratas do grupo salina acida estavam com pouca
resisténcia ao macho, favorecendo a copula, havendo a formagao do tampao mucoso logo no
primeiro dia de unido das fémeas com os machos. Quando identificado o tampao mucoso,

aquele era considerado o dia gestacional (DG) 0.

As gestacdes duraram de 21 a 22 dias, as ratas tiveram sua massa em gramas aferidas
antes da unido com o macho e novamente no dia gestacional 15 (DG 15). O grupo SA pariu 64

ratos, o grupo SN pariu 42 ratos, ja o grupo controle pariu 44 ratos.

O dia do parto foi considerado o dia pés-natal (DPN) 0. No DPN 0 apenas observamos
o comportamento materno com a prole, para notar comportamentos agressivos ou de abandono.
Entdo no DPN 1 foi feita a pesagem da prole e eles foram marcados com caneta de tinta

permanente para controle da evolucao de cada filhote.

Foi observada a diminui¢ao de 8 filhotes salina acida no segundo dia de vida p6s-natal,
eles foram devorados pelas maes. Ja dois filhotes do grupo salina neutra, da mesma rata, nao
foram amamentados e morreram. Nao observamos mais perdas no numero de animais nos dias

subsequentes, resultando em um N total de 140 ratos.

Os reflexos foram avaliados pelo menos 2 dias antes do seu possivel aparecimento,
para conseguirmos captar o inicio do reflexo e sua maturagdo. Em relacao a massa da prole, o
grupo salina 4cida apresentou uma média de massa significativamente menor em relagao a prole
dos grupos salina neutra e controle (p=0,0051; e p=0,0033). Os dados da gestacdo podem ser

visualizados na tabela 1 a seguir:
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Tabela 1. Dados da gestaciao

Salina Acida Salina Neutra Controle
Massa basal (g) 230+7 23049 240£5
Massa DG 15 (g) 297+11 288+17 305+15
Meédia de ntimero de filhotes/rata 11 11 11
Taxa de sobrevivéncia filhotes 87,5% 95,23% 100%
Massa dos filhotes (média em g) 6,2* 7,2 6.9

Tabela 1. Dados da gestagdo. Os dados da pesagem das ratas e dos filhotes foram expressos por
médiat+desvio padrao de média. O nimero de filhotes foi expresso em média. A taxa de sobrevivéncia
dos filhotes foi expressa em porcentagem. Foram considerados para os calculos, apenas os dados das
ratas parturientes. Massa dos filhotes com diferenca significativa do grupo SA contra SN e Ctrl
(p=0,0002; e p=0,0145 respectivamente) Legenda: DG, dia gestacional; g, gramas. *Variacao estatistica
significativa (ANOVA F (2, 75) = 11,09; P<0,0001).
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5.2 FASE 2 - RESPOSTA DA PROLE
5.2.1 Reflexos Neonatais e Caracteristicas Fisicas
Foram avaliados 13 animais de cada sexo, em cada grupo. Logo, foram 13 machos e
13 fémeas no grupo salina acida; 13 machos e 13 fémeas no grupo salina neutra e 13 machos e

13 fémeas no grupo controle, resultando em um N total de 78 ratos.

Para o desenvolvimento da prole, avaliamos dois parametros: Reflexos neonatais e

Desenvolvimento de caracteristicas fisicas:

1) Reflexos sensorio-motores: Preensao palmar (PPS); Preensao plantar (PPI);
Endireitamento (E); Acomodacdo de membros inferiores (AMI); Acomodagdo de membros
anteriores pelas vibrissas (APV); Aversdo ao precipicio (AQ); Marcha (M); Sobressalto
auditivo (SA); Postura (P); Geotaxia negativa (GN); Endireitamento em queda livre (EQ).

2) Desenvolvimento de caracteristicas fisicas: Abertura Ocular (AO); Abertura do

conduto auditivo (ACA); Irrupgao dos incisivos superiores (IIS) e inferiores (III).
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5.2.2 Reflexos Sensorio-Motores

1) Preensao Palmar

A prole do grupo salina acida apresentou esse reflexo de forma mais tardia que os
grupos neutra e controle, tendo a andlise de variancia entre os grupos com diferenca
significativa. (F (2, 72) = 10,86; P<0,0001). O poés-teste de Tukey apontou diferenca
significativa entre os machos salina 4cida apresentando esse reflexo mais tardiamente em
relagdo aos machos salina neutra e controle (p=0,0016; e p=0,0046, respectivamente). As
fémeas ndo apresentaram diferenca significativa entre si. Ao avaliar o dismorfismo sexual,
notou-se que a variavel da sexagem nao apresentou diferenca (F (1, 72) = 2,087; P=0,1529)

(Figura 9)
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Figura 9. Preensdo Palmar. Valores médios em dias de vida poés-natal (DPN), correspondentes ao
aparecimento de uma resposta bem sucedida do reflexo de preensdo palmar. Os dados foram expressos
como média + desvio padrdo, analisados por Two-way ANOVA com pds-teste de Tukey. Os valores
para ANOVA foram significativos (p<0.05). Ao teste de multiplas comparacdes, podemos observar que
as diferencas entres os machos SA e SN, contra os machos Ctrl foram significativos. Legenda: SA, salina
acida; SN, salina neutra; Ctrl, controle. *Variacao estatistica significativa (p <0,05).
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2) Preensao Plantar

A prole do grupo salina acida apresentou esse reflexo de forma mais tardia que os
grupos neutra e controle, tendo a andlise de variancia com diferenca significativa. (F (2, 72) =
17,69; P<0,0001). O pos-teste de Tukey apontou diferenca significativa entre os machos salina
acida apresentando esse reflexo mais tardiamente em relagdo aos machos controle (p=0,0018).
As fémeas salina acida apresentaram esse reflexo mais tardiamente em relacao as fémeas neutra
e controle (p=0,0112; e p=0,0007, respectivamente). Ao avaliar o dismorfismo sexual, notou-
se que a variavel da sexagem nao apresentou diferencga significativa (F (1, 72) = 0,6944;

P=0,4074). (Figura 10)
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Figura 10. Preensio Plantar. Valores médios em dias de vida pos-natal (DPN), correspondentes ao
aparecimento de uma resposta bem sucedida do reflexo de preensdo plantar. Os dados foram expressos
como média + desvio padrdo, analisados por Two-way ANOVA com pds-teste de Tukey. Os valores
para ANOVA foram significativos (p<0.05). Ao teste de multiplas comparagdes, observamos que as
diferengas entres as fémeas SA, contra as fémeas SN e Ctrl foram significativas. Os machos SA
apresentaram diferenca contra os machos Ctrl. Legenda: SA, salina acida; SN, salina neutra; Ctrl,
controle. *Variacao estatistica significativa (p <0,05).
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3) Endireitamento

A prole (tanto machos, quanto fémeas) do grupo salina acida apresentou esse reflexo
de forma mais tardia que os grupos neutra e controle, tendo a andlise de variancia com diferenga
significativa. (F (2, 72) = 19,35; P<0,0001). O poés-teste de Tukey apontou diferenca
significativa entre os machos salina acida apresentando esse reflexo mais tardiamente em
relagdo aos machos salina neutra e controle (p=<0,0001; e p=0,0092). As fémeas salina acida
apresentaram esse reflexo mais tardiamente em relagao as fémeas salina neutra (p=0,0171). Nao

houve diferenga quanto ao dismorfismo sexual (F (1, 72) =0,5167; P= 0,4746). (Figura 11)
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Figura 11. Endireitamento. Valores médios em dias de vida pos-natal (DPN), correspondentes ao
aparecimento de uma resposta bem sucedida do reflexo de endireitamento. Os dados foram expressos
como média + desvio padrdo, analisados por Two-way ANOVA com pds-teste de Tukey. Os valores
para ANOVA foram significativos (p<0.05). Ao teste de multiplas comparacdes, podemos observar que
as diferencas entres os machos SA, contra os machos SN e Ctrl foram significativos. As fémeas SA
também apresentaram diferenga contra as fémeas SN. Legenda: SA, salina acida; SN, salina neutra; Ctrl,
controle. *Variacao estatistica significativa (p <0,05).
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4) Acomodacio de membros inferiores

A média de aparecimento desse reflexo ndo diferiu entre os grupos, ou entre 0s sexos,
de forma significativa, ANOVA (F (2, 72) =4,391; P=0,1059 e F (1, 72) = 0,02553; P=0,8735,

respectivamente). (Figura 12)

Acomodacao de Membros Inferiores

6_
= Citrl
l T E3 SN
§4- i mm SA
E
Q
k:
T 2
0

Macho Fémea

Figura 12. Acomodacdo de Membros Inferiores. Valores médios em dias de vida pds-natal (DPN),
correspondentes ao aparecimento de uma resposta bem sucedida do reflexo de acomodagao de membros
inferiores. Os dados foram expressos como média + desvio padrio, analisados por Two-way ANOVA
e pos teste de Tukey, tendo resultado nao significativo (p >0,05). Legenda: SA, salina 4cida; SN, salina

neutra; Ctrl, controle.
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5) Acomodacio de membros por vibrissas

A média aparecimento desse reflexo ndo diferiu entre os grupos, ou entre os sexos, de
forma significativa na anélise de variancia. (F (2, 72) = 0,7582; P=0,4722 e F (1, 72) = 0,5217;
P=0,4724). (Figura 13)

Acomodacao por Vibrissas

8_
— Ctrl
B SN

hlg _hg  =-

Macho Fémea

Figura 13. Acomodacao de membros por vibrissas. Valores médios em dias de vida pds-natal (DPN),
correspondentes ao aparecimento de uma resposta bem sucedida do reflexo de acomodagao por vibrissas.
Os dados foram expressos como média + desvio padrio, analisados por Two-way ANOVA e pds teste
de Tukey, tendo resultado ndo significativo (p >0,05). Legenda: SA, salina acida; SN, salina neutra; Ctrl,

controle.
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6) Aversao ao precipicio

A prole do grupo salina acida apresentaram esse reflexo de forma mais tardia que os
grupos neutra e controle, tendo a andlise de variancia com diferenca significativa. (F (2, 72) =
7,368; P=0,0012). O pos-teste de Tukey apontou diferencga significativa entre os machos salina
acida em relacdo aos machos controle (p=0,0158). As fémeas salina acida apresentaram esse
reflexo mais tardiamente em relagao as fémeas salina neutra e controle (p=0,0158; e p=0,0158).

Quanto a sexagem, nao houve diferenca significativa (F (1, 72) = 3,023; P=0,0863) (Figura 14).
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Figura 14. Aversao ao precipicio. Valores médios em dias de vida pds-natal (DPN), correspondentes
ao aparecimento de uma resposta bem sucedida do reflexo de aversdo ao precipicio. Os dados foram
expressos como média + desvio padro, analisados por Two-way ANOVA com pos-teste de Tukey. Os
valores para ANOVA foram significativos (p<0.05). Ao teste de multiplas comparagdes, podemos
observar que as diferencas entres os machos SA, contra os machos Ctrl foram significativos. As fémeas
SA também apresentaram diferenga contra as fémeas SN e Ctrl. Legenda: SA, salina acida; SN, salina
neutra; Ctrl, controle. *Variacdo estatistica significativa (p <0,05)
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7) Marcha

Quanto aos dados referentes a marcha, observamos que a média aparecimento desse
reflexo ndo diferiu entre os grupos (F (2, 72) = 1,236; P=0,02967) ou entre os sexos (F (1, 72)

=1,347; P=0,2496) de forma significativa na analise de variancia (Figura 15).
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Figura 15. Marcha. Valores médios em dias de vida p6s-natal (DPN), correspondentes ao aparecimento
de uma resposta bem sucedida do reflexo de marcha. Os dados foram expressos como média + desvio
padrdo, analisados por Two-way ANOVA e pos teste de Tukey, tendo resultado ndo significativo (p
>0,05). Legenda: SA, salina acida; SN, salina neutra; Ctrl, controle.
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8) Geotaxia Negativa

Os resultados referentes a média aparecimento desse reflexo nao diferiu entre os
grupos na analise de variancia. (F (2, 72) = 1,410; P=0,2508). Também nao diferiu quanto ao

sexo (F (1, 72) = 4,463; P=F (1, 72) = 4,463) (Figura 16)
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Figura 16. Geotaxia Negativa. Valores médios em dias de vida pds-natal (DPN), correspondentes ao
aparecimento de uma resposta bem sucedida do reflexo de geotaxia negativa. Os dados foram expressos
como média + desvio padrdo, analisados por Two-way ANOVA e pos teste de Tukey, tendo resultado
ndo significativo (p >0,05). Legenda: SA, salina 4acida; SN, salina neutra; Ctrl, controle.
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9) Postura

Na avalia¢do do reflexo postural os resultados nao diferiram entre os grupos na analise
de variancia. (F (2, 72) = 1,910; P=0,1556). Também nao diferiu entre os sexos (F (1, 72) =
3,729; P=0,0574) (Figura 17)
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Figura 17. Postura. Valores médios em dias de vida pos-natal (DPN), correspondentes ao aparecimento
de uma resposta bem sucedida do reflexo de postura. Os dados foram expressos como média + desvio
padrdo, analisados por Two-way ANOVA e pos teste de Tukey, tendo resultado ndo significativo (p
>(0,05). Legenda: SA, salina acida; SN, salina neutra; Ctrl, controle.
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10) Endireitamento em queda livre

Os machos do grupo salina 4cida apresentaram esse reflexo de forma mais tardia que
0s grupos neutra e controle, tendo a andlise de varidncia com diferenca significativa. (F (2, 72)
= 13,79; P<0,0001). O pos-teste de Tukey apontou diferenca significativa entre os machos
salina acida em relagdo aos machos controle (p=0,0004). Nao houve diferenga entre os sexos

(F (1, 72) = 0,1451;P=0,7044). (Figura 18)
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Figura 18. Endireitamento em Queda Livre. Valores médios em dias de vida pos-natal (DPN),
correspondentes ao aparecimento de uma resposta bem sucedida do reflexo de endireitamento em queda
livre. Os dados foram expressos como média & desvio padrao, analisados por Two-way ANOVA com
pos-teste de Tukey. Os valores para ANOVA foram significativos (p<0.05). Ao teste de multiplas
comparagoes, as diferencas entres os machos SA, contra os machos Ctrl foram significativos. Legenda:
SA, salina 4cida; SN, salina neutra; Ctrl, controle. *Variagdo estatistica significativa (p <0,05).
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11) Sobressalto auditivo

A prole (tanto machos, quanto fémeas) do grupo salina acida apresentou esse reflexo
de forma mais tardia que os grupos neutra e controle, tendo a andlise de variancia com diferenga
significativa. (F (2, 72) = 15,00; P<0,0001). O poés-teste de Tukey apontou diferenca
significativa entre os machos salina acida em relagdo aos machos salina neutra e controle
(p=0,0155; e p=0,0155, respectivamente). As fémeas salina acida apresentaram diferenca em
relagdo as fémeas salina neutra e controle (p=0,0155; e p=0,0155, respectivamente). Quanto ao

dismorfismo sexual, ndo houve diferenca (F (1, 72) = 0,000; P>0,9999) (Figura 19).

Sobressalto Auditivo

*
| » | —
* *

—

151
= Citrl
= SN
104 mm SA
5_
0

T T
Macho Fémea

dias

Figura 19. Sobressalto auditivo. Valores médios em dias de vida pds-natal (DPN), correspondentes ao
aparecimento de uma resposta bem sucedida do reflexo de sobressalto auditivo. Os dados foram
expressos como média + desvio padrdo, analisados por Two-way ANOVA com pos-teste de Tukey. Os
valores para ANOVA foram significativos (p<0.05). Ao teste de multiplas comparagdes, podemos
observar que as diferencas entres os machos SA, contra os machos SN e Ctrl foram significativas. As
fémeas SA apresentaram diferenca contra as fémeas SN e Ctrl. Legenda: SA, salina 4cida; SN, salina
neutra; Ctrl, controle. *Variacao estatistica significativa (p <0,05).
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12) Reflexos sensorio-motores

Observamos abaixo na figura 20, um grafico que demonstra a média do aparecimento
dos reflexos de todos os ratos, machos e fémeas, separados apenas por grupo. Em cinco reflexos,
o grupo salina 4cida teve uma resposta mais tardia quando comparado aos grupos salina neutra
e controle. Obtivemos diferenca significativa nos reflexos: Preensdo palmar (SA vs. Ctrl);
Preensdo plantar (SA vs. Ctrl); Endireitamento (SA vs. SN; SA vs. Ctrl); Aversao ao precipicio
(SA vs. Ctrl; SA vs. SN) e Endireitamento em queda livre (SA vs. SN; SA vs. Ctrl).

Reflexos sensorio-motores

20-

-9 Citrl
4 SN
-4 SA

Figura 20. Reflexos sensério-motores. Valores médios de aparecimento dos reflexos sensorio-motores
de toda a prole, representada em dias. Os dados foram expressos em média &+ desvio padrio, analisados
por One-way ANOVA com pos-teste de Bonferroni. Os valores para ANOVA foram significativos
(p<0.05) para os reflexos de Preensdo palmar; Preensao plantar; Endireitamento; Aversao ao precipicio
e Endireitamento em queda livre. Legenda: SA, salina acida; SN, salina neutra; Ctrl, controle. *Variag¢ao
estatistica significativa (p <0,05).
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5.2.3 Desenvolvimento de caracteristicas fisicas
1) Abertura ocular

Os resultados observados para a abertura ocular ndo diferiram entre os grupos (F (2,

72) = 2,056; P=0,1354), assim como nao houve diferenga entre os sexos (F (1, 72) = 3,078;

P=0,0836), na andlise de variancia. (Figura 21)
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Figura 21. Abertura Ocular. Valores médios em dias de vida p6s-natal (DPN), correspondentes ao dia
da abertura ocular. Os dados foram expressos como média + desvio padrao, analisados por Two-way
ANOVA e pos teste de Tukey, tendo resultado ndo significativo (p >0,05). Legenda: SA, salina acida;

SN, salina neutra; Ctrl, controle.
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2) Abertura do conduto auditivo

Para a analise de abertura do conduto auditivo, os resultados ndo diferiram entre os

grupos na andlise de variancia (F (2, 72) = 0,06122; P=0,9407). A variavel do sexo ndo afetou

o resultado (F (1, 72) = 3,000; P=0,0875) (Figura 22).
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Figura 22. Abertura do conduto auditive. Valores médios em dias de vida pos-natal (DPN),
correspondentes ao dia da abertura do conduto auditivo. Os dados foram expressos como média + desvio
padrdo, analisados por Two-way ANOVA e pos teste de Tukey, tendo resultado ndo significativo (p
>(0,05). Legenda: SA, salina acida; SN, salina neutra; Ctrl, controle.
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3) Irrupcao dos incisivos superiores

A avaliacdo da irrupc¢ao dos incisivos superiores, ndo diferiu entre os grupos na analise

de variancia. (F (2, 72) = 2,887; P=0,0622). A variavel do sexo nao apresentou diferenca
estatistica (F (1, 72) = 1,218; P=0,2734) (Figura 23)
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Figura 23. Irrupc¢ao dos incisivos superiores. Valores médios em dias de vida pos-natal (DPN),
correspondentes ao dia que foi constatada a irrupgao dos incisivos superiores. Os dados foram expressos
como média + desvio padrdo, analisados por Two-way ANOVA e pos teste de Tukey, tendo resultado
ndo significativo (p >0,05). Legenda: SA, salina acida; SN, salina neutra; Ctrl, controle.
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4) Irrupcao dos incisivos inferiores

A avaliagdo da irrup¢do dos incisivos inferiores ndo diferiu entre os grupos na analise

de variancia. (F (2, 72) = 4,157; P=0,0679). Assim como também nao diferiu quanto ao sexo

(F (1,72) = 0,05381; P=0,8172) (Figura 24)
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Figura 24. Irrupcio dos incisivos inferiores. Valores médios em dias de vida pés-natal (DPN),
correspondentes ao dia que foi constatada a irrupg¢ao dos incisivos inferiores. Os dados foram expressos
como média + desvio padrio, analisados por Two-way ANOVA e pos teste de Tukey, tendo resultado
ndo significativo (p >0,05). Legenda: SA, salina acida; SN, salina neutra; Ctrl, controle.
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5) Caracteristicas Fisicas Totais

E possivel observar abaixo na figura 25, um grafico que demonstra a média do

desenvolvimento das caracteristicas fisicas totais, separados apenas por grupo.
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Figura 25. Caracteristicas fisicas totais. Valores médios de aparecimento dos reflexos neonatais de
toda a prole, representada em dias. Os dados foram expressos em média = desvio padrao, analisados por
One-way ANOVA com pos-teste de Bonferroni. Os valores para ANOVA nao foram significativos
(p>0.05). Legenda: SA, salina 4cida; SN, salina neutra; Ctrl, controle.
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6. DISCUSSAO
Nesse estudo, avaliamos a influéncia da hiperalgesia muscular cronica difusa no
processo gestacional e quais alteragdes ela implica na resposta de reflexos neonatais e de marcos
do desenvolvimento da prole. A gravidez de ratos Wistar dura em média 21 dias. A hiperalgesia,
através do protocolo de Hiperalgesia Muscular Cronico Difusa dura em média 4 semanas (30
dias). Sendo assim, as fémeas estiveram durante todo o ciclo gestacional com a hiperalgesia,
permitindo com a hipdtese de programacao fetal, analisar a prole de uma gestacao vivenciada

com dor cronica.

Como resultados iniciais, observamos que o grupo SA demonstrou uma diferenga em
relacdo ao periodo gestacional, realizando a copula logo no primeiro dia de unido com o macho.
Para Silva (2016), a empatia pode ser motivadora de um comportamento pro-social, quando ha
uma projecao do estado emocional de outrem para si (SILVA, 2016). O comportamento pro-
social se refere a agdes com a inten¢do de beneficiar o proximo, mesmo que o agente da agao
também se beneficie no processo. Esse termo € amplo e possui diversos subcomponentes como

cooperacao, conforto, mutualismo, entre outros (SILVA, 2016; SILVA, 2017).

Silva (2017) evidencia que um rato consegue notar o estado de dor do outro,
diminuindo o comportamento  de competi¢do e luta, enquanto os ratos com dor apresentam
mais imobilidade. Nesse estudo o contato social e o toque podem até mesmo promover uma
analgesia de curta duracdo mesmo que eles ndo tenham tido interacdo prévia (SILVA, 2017; LI,
2018; COX, 2019). Portanto, no nosso estudo, o resultado de copula mais rapida pode ter uma
relagdo direta pela percep¢ao dos machos do estado de hiperalgesia das fémeas e as mesmas
estariam mais receptivas a cépula, demonstrando assim uma agao direta de estado de empatia
por parte do macho em relagdo a fémea, assim como uma maior receptividade da fémea a copula

€ ao toque.

Outro comportamento observado nessas fémeas, foi a pouca responsividade
evidenciada pelos baixos nimeros de distancia percorrida no monitor de atividades (figura 8),
e o estado frequente de lordose, caracterizado pelo arqueamento da lombar. Segundo Heijkoop
(2018) e Bialy, (2019), esse pode ter sido um comportamento interpretado pelo macho como
receptividade sexual, enquanto essas respostas da fémea estavam relacionadas com a
hiperalgesia (HEIJKOOP, 2018; BIALY, 2019). A associa¢do da diminui¢do da reatividade das
fémeas, com a lordose e o comportamento pré-social, podem ter influenciado para que a copula
do grupo salina 4cida acontecesse de forma rapida. Em humanos, a fibromialgia ¢ mais

prevalente em mulheres, afetando-as em um contexto biopsicossocial, prejudicando a saude
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fisica, psicologica e sexual, podendo ainda estar associada a dispareunia, diminui¢ao da libido

e da lubrifica¢do vaginal. (ROMERO-ALCALA, 2019)

No nosso estudo, as ratas do grupo salina dcida pariram com 22 dias de gestacao,
enquanto as outras ratas pariram com 21 dias, demonstrando uma gesta mais prolongada.
Observamos ainda que a gestagdo do grupo salina acida apresentou uma maior mortalidade da
prole, quando comparada aos grupos salina neutra e controle. O canibalismo de filhotes mortos
¢ comum para absor¢do de proteinas e para manter o ninho limpo. Foi evidenciado, tanto em
estudos clinicos quanto em estudos experimentais, que ha relacdo entre estresse durante a
gravidez, restri¢do de crescimento intrauterino, baixo peso ao nascer e alteragdes na duragao da

gestacio (LAZINSKI, 2008; BROWN, 2011; GLOVER, 2015; BUSSIERES, 2015).

Mulheres que relatam eventos estressantes tem duas vezes mais chances de ter um
bebé com baixo peso ao nascer, em comparagdo com as mulheres que ndo relataram problemas
biopsicossociais (BROWN, 2011). O peso ao nascer e a idade gestacional sdo os desfechos
mais avaliados quando se trata de estresse materno, eles sao considerados indicadores precoces
do desenvolvimento da saGde da crianga (BUSSIERES, 2015). As alteragdes no
neurodesenvolvimento sdo notorias tanto em estudos em animais, quando em humanos
expostos a eventos adversos intrauterinos. Lazinski (2008) aborda que foi descoberto em
estudos pré-clinicos que ratos filhotes de maes que sofreram estresse apresentam diferencas de
desenvolvimento nos nucleos da amigdala, inibicdo da neurogénese no giro denteado e
diminui¢do do volume do hipocampo. Essas alteragdes sugerem que esses animais podem estar
predispostos a comportamentos relacionados ao medo e ansiedade, além de alteragao na
plasticidade sinaptica prejudicando a aprendizado espacial e a memoria, depressao, ansiedade
e diminuicao da atividade locomotora. Estudos clinicos corroboram com esses achados, pois ha
a associacdo entre estresse materno e a diminuicdo da atividade locomotora, do
desenvolvimento da linguagem, problemas com aten¢do, além de outras alteragdes
comportamentais. (LAZINSKI, 2008) Essas alteracdes nas estruturas neurologicas e na

atividade locomotora, pode afetar comportamento e cogni¢do a longo prazo (GRACE, 2015).

Alguns reflexos sdo semelhantes tanto em humanos quanto em animais, o que difere ¢
o tempo de aparecimento e desaparecimento dos mesmos. Um bebé pré-termo de 28 a 32
semanas, tem um nivel de maturacdo neuroldgica de um neonato da prole de ratos de até 7 dias
de vida pés-natal (FEATHER-SCHUSSLER, 2016). E descrito em Yager (2017), que preensdo
palmar e plantar em humanos, sao facilitadas por inibi¢ao corticoespinhal de areas motoras nao

primarias, e o desenvolvimento da motricidade fina (YAGER, 2017; FEATHER-SCHUSSLER,
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2016). Nesse sentido, a prole do grupo salina acida demonstrou dificuldade no desenvolvimento
motor fino, para realizar a preensdo palmar e plantar de forma efetiva e semelhante com a forca

que era aplicada pela prole dos grupos neutra e controle (FUTAGI, 2012).

Outro reflexo analisado, prevengdo a queda, ¢ utilizado para avaliar a percepcao de
risco da prole (NAIK, 2015). Tanto esse reflexo, quanto o endireitamento e endireitamento a
queda, envolvem a integracao e a comunicagdo entre as fibras aferentes e eferentes no SNC,
além de ser fundamental um bom controle motor. O endireitamento, mais especificamente, ¢
utilizado para medir a fungcdo motora e a coordenagdo e exige controle da coluna vertebral.
Além disso, o sistema vestibular € necessario para detectar a necessidade de endireitamento e
do afastamento do precipicio (NAIK, 2015; FEATHER-SCHUSSLER, 2016; YAGER, 2017).
O sobressalto auditivo ¢ um reflexo de reacdo defensiva do individuo e avalia a abertura do
conduto auditivo, estimulacdo actistica e as conexdes sindpticas no nucleo reticular da ponte

caudal. (FEATHER-SCHUSSLER, 2016; YAGER, 2017).

Segundo Soares-Cunha (2018), o estresse pré-natal traz alteracdes para a prole
independente do sexo, tanto macho quanto fémeas. Foi constatado ainda que essa prole
apresentou alteracdes comportamentais € emocionais quando atingiram a fase de adultos-jovens
(2 meses de idade). Foi demonstrado por Cao (2012) que o estresse materno afeta os filhos,
sendo notorio que criangas apresentavam baixa coordenacdo bilateral ao precisar fazer
movimentagdes para os dois lados, além de prejuizo na integragdo da coordenacdo visual e da
motricidade fina ao copiar objetos geométricos. Os escores mais baixos eram de meninas,
mostrando também a influéncia do sexo nessas alteragdoes (CAO, 2012; SOARES-CUNHA,
2018).

Os resultados do nosso estudo demonstram que tanto fémeas quanto machos podem
ser afetados pela exposi¢do ao estresse pré-natal. E importante ressaltar com o resultado do
nosso estudo, que especificamente a exposicao a hiperalgesia muscular cronica difusa materna,

resultou no atraso do aparecimento de alguns reflexos (SOARES-CUNHA, 2018; CAO, 2012)

Quanto aos outros reflexos, e desenvolvimentos de caracteristicas fisicas, os estudos
de Kvarik (2016), Feather-Schussler (2016), que avaliavam modelos estressores de diferentes
naturezas e seus efeitos na ontogenia da prole, também tiveram alguns resultados que os grupos
intervengdo e sem intervengdo ndo apresentaram diferenga significativa. Eles demonstraram
que apesar de nem todos os reflexos e caracteristicas fisicas do grupo experimental que foi

induzido com estresse e lesdes, diferiam do grupo controle (sem interven¢ao), ainda assim, as
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avaliagdes que resultaram em diferenca significativa, ja apontam alteragdes no
neurodesenvolvimento da prole. Cada auséncia, exacerbagdo, aparecimento precoce ou tardio
dos reflexos, pode revelar alteragdes ontogénicas nessa prole. Algumas dessas alteragdes
neurologicas podem aparecer somente quando adultos. Sendo assim, os dados do nosso
trabalho reforcam que quando exposto a fatores estressores intrautero, € possivel notar que a

hiperalgesia muscular cronica difusa leva a alteracdes no neurodesenvolvimento da prole.

Nosso estudo ¢ de grande relevancia, pois, assim como outros fatores estressores, a
FM pode ter impactos relevantes a futuras geragdes que devem ser acompanhadas de perto
quanto ao surgimento de patologias na vida adulta. Como perspectivas futuras, seria
interessante dosar o nivel de corticosterona das ratas durante a prenhez, assim como realizar
uma nova avaliagio de comportamento apds o parto. E importante também um estudo que
avalie a prole até a fase adulta, tanto em resposta comportamental, quanto em interacao social
e ansiedade, visto que ¢ apontado na literatura que condigdes adversas intrauterinas podem
predispor depressdo, ansiedade e doencas cronicas ndo transmissiveis para a prole. Devem ser
realizados outros testes e avaliagdes, como por exemplo, andlise imunoldgica e histoldgica,
avaliando orgdos quanto ao seu desenvolvimento, além de marcadores bioquimicos, como

citocinas pro-inflamatorias.
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7. CONCLUSAO

Mostramos que a exposi¢do ao modelo de hiperalgesia cronica teve impacto desde a
gestacao aos reflexos observados na prole de ratas wistar. Nosso trabalho demonstra que um
fator estressor cronico como a hiperalgesia durante o periodo gestacional, desde a
embriogénese, pode provocar um atraso no aparecimento de reflexos primitivos que exijam
neurodesenvolvimento de areas motoras, como a preensdao palmar e plantar. Além disso, os
filhotes de maes hiperalgésicas, apresentaram baixo peso ao nascer e maior mortalidade da
prole. Enquanto neonatos, ndo foram observados impactos diferentes dependendo do sexo da
prole, ¢ importante que os animais continuem sendo avaliados quanto ao dismorfismo sexual

até a fase adulta, buscando possiveis alteragdes.
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ANEXO A

Certificados do Comité de Etica em Pesquisa Animal

gn{;versl;i;iade Comisséo de Etica no
e e‘ra e Uso de Animais
Sergipe

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "AVALIAGAO COMPORTAMENTAL E IMUNOLOGICA NA PROLE DE RATAS SUBMETIDAS AQ
MODELO DE HIPERALGESIA CRONICA DIFUSA", protocolada sob o CEUA n? 8239041219 (i o00211), sob a responsabilidade de
Patricia Rodrigues Marques de Souza e equipe; Leandro Marques de Souza; Ana Beatriz da Silva Oliveira - que envolve a
producdo, manutencao e/ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de
pesquisa cientifica ou ensino - esta de acordo com os preceitos da Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15
de julho de 2009, bem como com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentagao Animal (CONCEA), e
fol aprovada pela Comissao de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de Sergipe (CEUA/UFS) na reunido de 16/03/2020.

We certify that the proposal "BEHAVIORAL AND IMMUNOLOGICAL EVALUATION IN THE RAT OFFSPRING SUBMITTED TO BILATERAL
CHRONIC HYPERALGESIA MODEL", utilizing 16 Heterogenics rats (males and females), protocol number CEUA 8239041219 (o
ooo211}, under the responsibility of Patricia Rodrigues Marques de Souza and team; Leandro Marques de Souza; Ana Beatriz da
Silva Oliveira - which involves the production, maintenance and/or use of animals belonging to the phylum Chordata, subphylum
Vertebrata (except human beings), for scientific research purposes or teaching - is in accordance with Law 11.794 of October 8,
2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as well as with the rules issued by the National Council for Control of Animal Experimentation
(CONCEA), and was approved by the Ethic Committee on Animal Use of the Federal University of Sergipe (CEUA/UFS) in the
meeting of 03/16/2020.

Finalidade da Proposta: Pesquisa (Académica)
Vigéncia da Proposta: de 04/2020 a 05/2021 Area: Fisiologia
Origem: Biotério da Universidade Federal de Sergipe

Espécie: Ratos heterogénicos sexo: Machos e Fémeas idade: 2 a 3 meses N: 16
Linhagem: Wistar Peso: 200a250¢g

Local do experimento: Laboratério de Pesquisa em Neurociéncia

Sédo Cristévéo, 17 de fevereiro de 2021

Prof. Dr. Josemar Sena Batista Prof. Dr. Anderson Carlos Margal
Coordenador da Comisséo de Etica no Uso de Animais Vice-Coordenador da Comissao de Etica no Uso de Animais
Universidade Federal de Sergipe Universidade Federal de Sergipe

Av. Marechal Rondon, s/n Jardim Rosa Elze - CEP 49100-000 - Sdo Cristdvao/SE - tel: 55 (79) 3194-6510 / 6511
Horario de atendimento: 22 a 62 das 8h as 12h e das 14h as 18h : e-mail: cepa.ufs@gmail .com
CEUA N 8239041219
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==w Universidade P o

v Comisséo de Etica no

@ Sesriahan Uso de Animais
» Sergipe

s curiy

Sao Cristévéo, 22 de marco de 2022
CEUA N 8239041219

limo(a). Sr(a).
Responsével: Patricia Rodrigues Marques De Souza
Area: Fisiologia

Titulo da proposta: "AVALIACAO COMPORTAMENTAL E IMUNOLOGICA NA PROLE DE RATAS SUBMETIDAS AO MODELO DE
HIPERALGESIA CRONICA DIFUSA".

Parecer Consubstanciado da Comissao de Etica no Uso de Animais UFS (0 000124)

A Comissao de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de Sergipe, no cumprimento das suas atribuicdes, analisou e
APROVOU a Emenda (versao de 28/fevereiro/2022) da proposta acima referenciada.

Resumo apresentado pelo pesquisador: "Venho solicitar a esse comité a atualizagdo do nimero de animais utilizados, e
prorrogacdo do prazo final, do projeto intitulado JAVALIACAO COMPORTAMENTAL E IMUNOLOGICA NA PROLE DE RATAS
SUBMETIDAS AO MODELO DE HIPERALGESIA CRONICA DIFUSA[]. O niimero de animais solicitado quando este projeto foi submetido
ao comité, deve-se ao fato de que tais animais ndo séo o objeto de estudo da pesquisa, o N fornecido pelo Biotério Central é
apenas para a indugao do modelo de hiperalgesia muscular crénica difusa induzida por salina acida, mimetizando a Fibromialgia; e
entdo apos efetivado o modelo, proceder com o acasalamento programado. A prole desses animais que € o objeto de estudo da
presente pesquisa. Porém, pensando na parte estatistica, que é o que garante que o modelo de hiperalgesia foi efetivo, devemos
seguir o preconizado na literatura e pela criadora do modelo prof2 Kathleen Sluka, que o nimero minimo de animais que essa
indugao exige, é de seis animais por grupo. (SLUKA, 2013; DOURADO, 2015; SATO, 2020; FREITAS, 2021). O pedido tem como
justificativa seguir o que é preconizado na literatura para pesquisas que utilizam o modelo de hiperalgesia muscular crénica difusa
induzida por salina acida, pois apesar da prole desses animais ser o verdadeiro objeto de estudo, precisamos garantir que o modelo
foi efetivo nas progenitoras. Diante disso, pedimos que o N de ratos Wistar permitidos pelo Comité de Etica em Pesquisa com
Animais, seja atualizado de 16 animais para 27 animais, sendo seis fémeas por grupo (salina acida, salina neutra e controle)
totalizando dezoito, e nove machos para fazer a cobertura dessas fémeas (um macho para duas fémeas). O pedido de prorrogagao
do prazo de execugdo tem como justificativa as limitagdes geradas durante a pandemia do SARS-CoV2, fato que interrompeu,
impossibilitou e comprometeu a realizacdo de etapas importantes do projeto. A prorrogacao do prazo sera fundamental para a
conclusao das analises finais da pesquisa, seguindo sempre as exigéncias apropriadas, visto que ja esta marcada a qualificacdo de
mestrado da minha aluna e pesquisadora executante, Ana Beatriz da Silva Oliveira. Peco a prorrogacao da execugao final deste
projeto referido anteriormente, com novo prazo final para maio de 2022. DOURADO, S.S.F. Efeito do enriquecimento ambiental,
associado ou ndo a atividade fisica, nas fungdes nociceptiva, ambulagdo e controle motor em modelo animal de dor crdnica
muscular difusa. 2015. 55 f. Dissertacao (Mestrado em Ciéncias Fisioldgicas) - Universidade Federal de Sergipe, Sao Cristovao,
2015. FREITAS, C.E.P. Estudo da ac&o da glandula adrenal no desenvolvimento da hiperalgesia muscular cronica difusa. 2021. 53 f.
Dissertacao (Mestrado em Ciéncias Fisioldgicas) [J Universidade Federal de Sergipe, Sao Cristévdo, 2021. SATO, K.L.; SANADA, L.S.;
SILVA, M.; OKUBO, R.; SLUKA, K.A. Transcutaneous electrical nerve stimulation, acupuncture, and spinal cord stimulation on
neuropathic, inflammatory and, non-inflammatory pain in rat models. The Korean journal of pain, v. 33, n. 2, p. 121[J130, 2020.
PMID: 32235012; PMCID: PMC7136295. SLUKA, K.A.; O'DONNELL, J.M.; DANIELSON, J.; RASMUSSEN, L.A. Regular physical activity
prevents development of chronic pain and activation of central neurons. Journal of applied physiology, v. 114, n. 6, p. 725-33, 2013.
PMID: 23271699; PMCID: PMC3615604.".

Comentario da CEUA: "APROVADO - As justificativas sdo pertinentes para a execug¢ao do projeto.”.

Prof. Dr. Josemar Sena Batista Prof. Dr. Anderson Carlos Margal
Coordenador da Comissao de Etica no Uso de Animais Vice-Coordenador da Comisséo de Etica no Use de Animais
Universidade Federal de Sergipe Universidade Federal de Sergipe

Av. Marechal Rondon, s/n Jardim Rosa Elze - CEP 49100-000 - Sdo Cristévao/SE - tel: 55 (79) 3194-6510 / 6511
Horério de atendimento: 22 a 62 das 8h as 12h e das 14h as 18h : e-mail: cepa.ufs@gmail.com
CEUA N 8239041219



