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Resumo:

Recentemente demonstramos que o bloqueio da IL-1f liberada no musculo gastrocnémio de
camundongos machos durante a fase agudada hiperalgesia muscular reduzo desenvolvimento
da hiperalgesia muscular cronica. Além disso, estudos ainda ndo publicados pelo nosso
laboratério demostram que a IL-1P liberada no corno dorsal da medula espinhal de
camundongos machos parecem exercer o mesmo efeito sobre a hiperalgesia muscular cronica.
Esses estudos sugerem que a IL-1 liberada na periferia ou no sistema nervoso central exerce
um papel na transicdo de dor muscular aguda para cronica. Sabe-se que existe dimorfismo
sexual em diferentes condi¢cdes dolorosas. No entanto, poucos estudos exploram o papel do
ciclo estral na transicdo da dor muscular aguda em cronica. Assim, o objetivo do presente
estudo ¢ avaliar o envolvimento do ciclo estral de camundongos fémeas na modulagdo da dor
muscular cronica pela IL-1p liberada no corno dorsal da medula espinhal. Caso os resultados
sejam positivos, avaliaremos se ha aumento do receptor de IL-1pB, IL-1R1, no corno dorsal da
medula espinhal apods estimulo inflamatério no misculo gastrocnémio de fémeas e se esse

processo também ¢ modulado pelo ciclo estral.
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Introducao:

As dores agudas e cronicas representam um grande problema de satde mundial. De todas
as dores que acometem o ser humano ao longo da sua existéncia, as dores musculares cronicas
sdo uma das mais prevalentes. Acometem mais de 40% da populagdo, sdo responsaveis por
29% das faltas ao trabalho e, muitas vezes, dificultam a movimentacdo funcional para as
atividades de vida diarias.

Mulheres sentem dor cronica mais frequentemente que os homens assim como apresentam
menores limiares de dor. As constantes flutuagdes nos hormonios ovarianos ao logo do ciclo
menstrual, especialmente durante a idade reprodutiva, representam um grande impacto nas
func¢des fisiologicas femininas, incluindo a neurofisiologia da dor. Existem evidéncias de que
o dimorfismo sexual modula diferentes mecanismos neurofisioldgicos associados a dor. Ainda,
diversos medicamentos para o tratamento da dor cronica apresentam mecanismos de acdo
diferentes em ambos os sexos. Apesar disso, a maior parte dos estudos pré-clinicos ainda sao
realizados em homens e animais experimentais machos, o que impacta negativamente na
eficiéncia dos tratamentos atualmente disponiveis para dor cronica.

Para possibilitar a investigacdo das estruturas envolvidas no processo de cronificagdo da
dor, padronizamos um modelo experimental que nos permite isolar a fase agudae cronica da
dor muscular. O primeiro insulto consiste na administragdo de carragenina intramsucular, que
¢ capaz de ativar e induzir migragdo de células do sistema imune, liberagdo de citocinas pro-
inflamatodrias e demediadores inflamatdrios como prostaglandinas e aminas simpatomiméticas
causando uma hiperalgesia agudaque dura poucos dias. Apo6s o limiar nociceptivo ter retornado
ao normal, a administracdo de PGE2 no mesmo local induz uma hiperalgesia muscular mais
intensa ¢ duradoura do que a primeira, evidenciando a sensibilizacdo neuronal induzida pelo
estimulo inflamatoério inicial.

Recentemente, demonstramos que a durante a fase aguda da hiperalgesia muscular ha
aumento dainterleucina IL-1f no misculo gastrocnémio de camundongos machos. Além disso,
em dados ndo publicados do nosso grupo de pesquisa, observamos que o bloqueio intratecal
dos receptores de IL1, através da IL1ra administrada 48h apds a carragenina, reduziu a
hiperalgesia muscular aguda e cronica em machos, sugerindo que a IL-1f liberada do corno
dorsal da medula espinhal também participa da transi¢ao da dor muscular aguda em cronica.

Evidéncias apontam que a IL-1f pode ser produzida pelas micréglias no corno dorsal da
medula espinhal e atuar no aumento da transmissdo nociceptiva no mesmo local, uma vez que
a aplicacdo de LPS em machos induz uma rapida secregao de IL-1P por microglias ativadas do
corno dorsal da medula espinhal. Apesar dessas evidéncias, ndo se sabe se 0 mesmo processo

acontece em fémeas.



Considerando o exposto acima, o objetivo geral do presente estudo ¢ avaliar o
envolvimento do ciclo estral de camundongos fémeas na modulacdo da dor muscular cronica
pela IL-1 liberada no corno dorsal da medula espinhal. Para isso, utilizamos um modelo de
transi¢do da hiperalgesia muscular aguda em cronica, andlise de ciclo estral e técnicas de

biologia molecular.
Metodologia

Foram utilizados camundongos fémeas da linhagem C57BL/6 (com 2 meses de idade)
provenientes do CEMIB/UNICAMP. O niimero de aprovagdo do comité de ética foi 6014-
1/2022. Carragenina (Cg, 100 pg) foi injetada no musculo gastrocnémio para induzir
hiperalgesia muscular agudae, 10 dias depois, PGE2 (1 pg) foi injetada no mesmo local para
evidenciar a hiperalgesia muscular cronica. O teste comportamental Randall-Selitto foi
utilizado em diferentes momentos dos periodos agudo e cronico para quantificagdo do limiar
hiperalgésico. Para determinar o ciclo estral, foi utilizada a técnica de lavagem vaginal. O
envolvimento da IL-1f foi avaliado por meio de injecdo de IL-1ra, um antagonista do receptor
de 1L-1, 48 horas ap0s a injecdo de carragenina, na medula espinhal (L5-L6, 100 pg) e no
musculo gastrocnémio (10 ng). A analise estatistica foi realizada pela Area Sob a Curva (AUC),
utilizando ANOVA de uma via e o teste post-hoc de Tukey. O nivel de significancia adotado
foi p <0,05.

Resultados e discussao:

A administragdo intratecal de IL-1ra (100 pg) 48h apo6s a administragdo de carragenina no
musculo gastrocnémio ndo reduziu o desenvolvimento da hiperalgesia muscular cronica
(p>0,05, Two Way ANOVA, n=5-6, Figura 1A), mas reduziu sua manutencao (p<0,05, Two
Way ANOVA, Tukey pos teste, n=5-6, Figura 1A). A analise de AUC confirmou esses
resultados (p<0,05, OneWay ANOVA, Tukey po0s teste, Figura 1B).

Figura 1.
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Figura 1. Tratamento intratecal com IL-1ra reduz a manuten¢do da hiperalgesia muscular
cronica em fémeas. A) Grafico de linha demonstrando as respostas comportamentais induzidas
pelo tratamento com IL-1ra. (B) Area sob a Curva (AUC) da fase cronica. O simbolo “*” indica
diferenga com grupo Salina e “®” indica diferenga com grupo

Carragenina. N=5-6 para todos os grupos.

Quando separamos as fémeas pelo ciclo estral, observamos que nao ha diferencga nas respostas
comportamentais entre os ciclos analisados — estro e proestro, exceto pelo fatode que as fémeas
em estro parecem apresentar maior reducdo da hiperalgesia muscular cronica na fase de
manutencao (p>0,05, Two Way ANOV A, n=5-6, Figura 2). Importante esclarecer que, nesses
experimentos, apenas observamos os ciclos estrais em que se encontraram as fémeas em
experimento, ou seja, ndo separamos os ciclos para iniciar os experimentos. Isso justifica o
niimero amostral ser baixo para alguns ciclos e ndo existir fémeas tratadas nas fases em diestro
€ metaestro.

Figura 2.
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Figura 2. O tratamento com IL 1ra em fémeas ndo ¢ modulado pelo ciclo estral. Grafico delinha
demonstrando as respostas comportamentais induzidas pela IL1ra nos diferentes ciclos estrais



de fémeas. N=5-6 para todos os grupos (IL-1ra + Cg; sal; cg). O nimero amostral de cada ciclo
estral est4 entre parénteses.

Conclusao:

Nossos dados sugerem que a IL-1p liberada no corno dorsal da medula espinhal estd envolvida
na manuten¢do da hiperalgesia muscular inflamatéria cronica em fémeas, independentemente
do ciclo estral.
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