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RESUMO

A Sindrome de Dor Regional Complexa (SDRC) é uma condic¢éo clinica caracterizada por
alteracbes sensoriais, autondmicas, motoras e troficas, que ocorre comumente apds
trauma ou cirurgia. As principais alteragdes fisiolégicas no SDRC-I sdo a resposta
inflamatadria aberrante, disfuncdo vasomotora e ma adaptacéo da plasticidade neuronal.
Por ser uma condigcédo de dor crdnica nociplastica, os aspectos cognitivos e emocionais
relacionados vem sendo explorados. O objetivo geral do presente trabalho foi fornecer
evidéncia a partir de uma revisdo de escopo sobre modelos animais da SDRC e um
estudo experimental pré-clinico sobre os mediadores da dor e inflamagao em estruturas
periféricas e centrais associadas ao desenvolvimento da SDRC-I. Para isso, realizou-se
uma revisdo de escopo sobre os modelos animais da SDRC. As etapas de triagem,
elegibilidade e extragdo foram realizadas por dois pesquisadores e as discrepancias
resolvidas por um terceiro. A revisdo de escopo incluiu 91 estudos. O principal objetivo
dos estudos incluidos foi o entendimento do modelo, seguido de testes farmacologicos.
Ratos, machos e adultos, expostos a inducédo nao traumatica por isquemia/reperfusio da
pata ou traumatico por fratura de tibia foram as caracteristicas mais comuns. A avaliagédo
nociceptiva dos monofilamentos de von Frey foi a mais utilizada nos estudos. Analises
de amostras biologicas também foram presentes em grande parte dos estudos, com
destaque para analises bioquimicas. Os modelos animais devem se concentrar em
abranger a heterogeneidade apresentada pelos individuos com SDRC, bem como
aprimorar a qualidade metodologica. No estudo experimental, foram utilizados
camundongos Swiss, machos, adultos, submetidos a isquemia/reperfusdo da pata
traseira direita. Posteriormente, durante um periodo de duas semanas, foram avaliadas
guanto aos sinais classicos da SDRC-I e comportamentos relacionados a dor. Os animais
foram sacrificados em 2, 7 ou 14 dias apds a inducdo da SDRC-| e amostras de soro,
pele e musculo da pata, medula espinal lombar, tronco encefalico e cértex pré-frontal
foram coletadas para analises bioquimicas. O presente estudo mostrou que os sinais
classicos de edema, hiperemia e respostas nociceptivas reflexas e a auséncia de
comportamentos cognitivos e emocionais relacionados a dor, relacionam-se n&o s6 ao
aumento do TNF na pele em fase aguda, como também ao aumento dos receptores p-
opioides no cértex pré-frontal em fase cronica.

Palavras-chave: Sindrome da Dor Regional Complexa Tipo |; dor crénica; inflamacéo;
modelos animais.



ABSTRACT

Complex Regional Pain Syndrome (CRPS) is a clinical condition characterized by
sensory, autonomic, motor and trophic changes, which commonly occurs after trauma or
surgery. The main physiological changes in CRPS-I are the aberrant inflammatory
response, vasomotor dysfunction and maladaptive neuronal plasticity. As a chronic
nociplastic pain condition, it's related to cognitive and emotional aspects. The main goal
of the present work was to provide evidence from a scoping review about animal models
of CRPS and a preclinical experimental study about mediators of pain and inflammation
in peripheral and central structures associated with behaviors and the development of
CRPS-I. For this, a scoping review was carried out about animal models of the CRPS.
The screening, eligibility, and extraction phases were performed by two researchers and
discrepancies resolved by a third. The scoping review included 91 studies. The main
objective of the included studies was to understand the model, followed by
pharmacological goals. Rats, males and adults, exposed to non-traumatic induction by
ischemia and reperfusion of the paw or traumatic by tibial fracture were the most common
features. The mechanical nociceptive assessment of von Frey monofilaments was the
most used in the studies. Analyzes of biological samples were also present in most of the
studies, with emphasis on biochemical analyses. Animal models should focus on covering
the heterogeneity presented by individuals with CRPS, as well as improving
methodological quality. In the experimental study, adult male Swiss mice were submitted
to ischemia/reperfusion of the right hind paw. Subsequently, over a two-week period, they
were evaluated for classic signs of CRPS-| and pain-related behaviors. The animals were
sacrificed at 2, 7 or 14 days after the induction of CRPS-I and samples of serum, skin and
muscle from the paw, lumbar spinal cord, brainstem and prefrontal cortex were collected
for biochemical analysis. The present study showed that the classic signs of edema,
hyperemia and reflex nociceptive responses and the absence of cognitive and emotional
behaviors related to pain are related not only to the increase in TNF in the skin in the
acute phase, but also to the increase in receptors y-opioids in the prefrontal cortex in the
chronic phase.

Keywords: Complex Regional Pain Syndrome Type [; chronic pain; inflammation; animal
models.
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1 INTRODUGAO

1.1 DOR CRONICA

A dor, atualmente, é definida como uma experiéncia sensorial e emocional
desagradavel, associada, ou semelhante aquela associada, a uma les&o tecidual real ou
potencial (RAJA; CARR; COHEN; FINNERUP et al., 2020). A dor é sempre uma
experiéncia subjetiva, e o diagnostico é feito por meio do que o individuo relata por
diferentes medidas de avaliagdo (COHEN; VASE; HOOTEN, 2021). A dor aguda ocorre
geralmente em resposta a um trauma tecidual e a processos inflamatérios, com fungéo
de protegao a integridade fisica (COHEN; VASE; HOOTEN, 2021). Uma vez que o
estimulo agudo seja resolvido e a dor persistir, ndo sendo mais uma necessidade, esta
torna-se uma doenga (COHEN; VASE; HOOTEN, 2021). A dor crdnica apresenta
fisiopatologia caracteristica, com sensibilizagdo periférica e central, desenvolvimento de
novas conexodes neurais e alteragdes encefalicas especificas (TREEDE; RIEF; BARKE;
AZIZ et al., 2019). Apesar de ndo haver um limiar exato para a classificagdo de aguda
para crOnica, a literatura sugere que para ser dor cronica, esta deve persistir por um
periodo maior do que o esperado para resolugcéo da causa inicial ou um periodo maior
do que 3 meses (TREEDE; RIEF; BARKE; AZIZ et al., 2019).

A IASP sugere trés diferentes categorias para a dor cronica, que s&o: nociceptiva,
neuropatica e nociplastica (RAJA; CARR; COHEN; FINNERUP et al., 2020). A dor
nociceptiva é aquela que ocorre pela atividade das vias neurais, a partir de um estimulo
real ou potencial de dano tecidual (RAJA; CARR; COHEN; FINNERUP et al., 2020). A
dor nociceptiva € a categoria mais comum de dor crdnica, uma vez que engloba, por
exemplo, artrite e dores na coluna (DIBONAVENTURA; SADOSKY; CONCIALDI,
HOPPS et al., 2017). Ja a dor neuropatica, é definida como aquela que ocorre a partir de
dano ou doenga ao sistema nervoso somatossensorial (COLLOCA; LUDMAN;
BOUHASSIRA; BARON et al., 2017). A dor neuropatica esta geralmente associada com
alteracbes sensoriais, como alodinia e outros achados neurologicos (COLLOCA,;
LUDMAN; BOUHASSIRA; BARON et al.,, 2017). Aproximadamente 15 a 25% das
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condicdes de dor crénica sao neuropaticas, incluindo comumente neuropatia diabética e
radiculopatias (DIBONAVENTURA; SADOSKY; CONCIALDI; HOPPS et al., 2017). Por
fim, a dor nociplastica ocorre quando n&o ha dano tecidual claro ou evidente que cause
a ativagao dos nociceptores periféricos ou doenga/lesdo em alguma parte do sistema
nervoso somatossensorial (FITZCHARLES; COHEN; CLAUW; LITTLEJOHN et al.,
2021).

A SDRC é considerada uma condigdo de dor nociplastica (FITZCHARLES;
COHEN; CLAUW; LITTLEJOHN et al., 2021). Ela se enquadra justamente pelo fato de
que a dor nociplastica abrange uma ampla gama de condigdes clinicas que compartilham
mecanismos neurofisiologicos em diferentes sistemas (KOSEK; COHEN; BARON;
GEBHART et al., 2016). Ha uma interagdo de varios mecanismos, tanto para a causa
quanto para a intensificagdo da dor, associados ao SNP ou ao SNC (FITZCHARLES;
COHEN; CLAUW; LITTLEJOHN et al., 2021). Apesar disso, é possivel encontrar um
denominador comum na dor nociplastica que € um processamento sensorial aumentado
e uma diminuigdo das vias inibitérias da dor (FITZCHARLES; COHEN; CLAUW;
LITTLEJOHN et al., 2021). Esse entendimento fez com que as alteragdes presentes na
dor nociplastica fossem associadas com um papel fundamental as estruturas
supraespinais (FITZCHARLES; COHEN; CLAUW; LITTLEJOHN et al., 2021). Como
outras doencgas, a dor crénica apresenta suas peculiaridades, principalmente as
alterac¢des que ocorrem no SNC, e o grande impacto destas alteragdes sobre a qualidade
de vida dos individuos (COHEN; VASE; HOOTEN, 2021). Mas, assim como muitas
doencas tém suas repercussdes negativas revertidas, a neuroplasticidade também pode
reverter as alteragdes, desde que ocorra o0 manejo adequado da dor (COHEN; VASE;
HOOTEN, 2021).

1.1.1 Alteragoes no SNC

A informacgao nociceptiva entra no encéfalo a partir medula espinal. Vias espinais
aferentes incluem as vias espinotalamicas, espinorreticular, espinomesencefalica,
cervicotalamica e espino-hipotaldamica. As areas do encéfalo que sdo comumente

ativadas por um estimulo nocivo sdo o cortex somatossensorial primario (S1), cortex
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somatossensorial secundario (S2), cortex cingulado anterior, cortex pré-frontal, talamo e
cerebelo (APKARIAN; BUSHNELL; TREEDE; ZUBIETA, 2005). Além dessas regides,
também recebem estimulos nociceptivos o nucleo accumbens, a amigdala e a
substancia cinzenta periaquedutal (APKARIAN; BUSHNELL; TREEDE; ZUBIETA, 2005).
Os cortex somatossensorial primario e secundario estdo associados ao processamento
de caracteristicas de localizag&o e duragéo da dor (BUSHNELL; CEKO; LOW, 2013). Ja
o cortex cingulado anterior e a insula realizam a codificagcdo da parte emocional e
motivacional da dor (BUSHNELL; CEKO; LOW, 2013). As regides do cérebro mais
ativadas em condi¢des dolorosas sédo coértex da insula e o cortex somatossensorial
bilateralmente (ONG; STOHLER; HERR, 2019). Apesar disso, a literatura é clara em
ressaltar que n&o ha regiao especifica para a chegada das informagdes referentes a dor,
mas sim multiplas vias, que podem aumentar ou reduzir os sinais, desde a medula
espinal até o cértex (Figura 1) (APKARIAN; BUSHNELL; TREEDE; ZUBIETA, 2005;
BUSHNELL; CEKO; LOW, 2013).
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Figura 1 — Mudancas identificadas nas diferentes regides do encéfalo de

individuos com dor crdnica.
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Fonte: Adaptado de Bushnell, Ceko e Low (2013).

Legenda: Esquema de alteragdes identificadas no cérebro de individuos com dor crdnica. As trés
regides que apresentam diminuigao na massa cinzenta estdo destacadas: cortex cingulado anterior
(CCA), cortex pré-frontal (CPF) e insula. As setas roxas representam a via descendente modulatéria da
dor, e as setas roxas claras as vias ascendentes da dor. CPF, cortex pré-frontal; CCA, cortex cingulado
anterior; GB, ganglio basal; SCP, substancia cinzenta periaquedutal; MRV, bulbo rostral ventro medial;
S2, cortex somatossensorial S2; S1, cortex somatossensorial S1; LPS, lobo parietal superior; NP, nucleo
parabraquial.

Ao longo do tempo, a histéria de casos onde individuos ndo sentiram dor ou
sentiram pouca dor em situagdes excruciantes foi relatada. O modelo classico biomédico



28

de entendimento da dor como lesédo ignorava esse fato. No entanto, o componente
cognitivo da dor foi tomando destaque, principalmente com a adogdo do modelo
biopsicossocial da dor (BUSHNELL; CEKO; LOW, 2013). Hoje, sabe-se que tanto a
atengdo quanto a emogao sao capazes de modular a dor (BUSHNELL; CEKO; LOW,
2013). Foco na dor aumenta sua intensidade, enquanto um estado emocional negativo
aumenta a percepcdo desagradavel, mas ndo a sua intensidade (ROY; PICHE; CHEN;
PERETZ et al., 2009). Ha uma maior atividade do cortex somatosensorial S1, insula e
cortex cingulado anterior quando o individuo se distrai da dor (ROY; PICHE; CHEN;
PERETZ et al., 2009). O cortex pré-frontal, recebe projecdes da insula, referentes a
intensidade da dor, e do cortex parietal, quanto a aspectos especiais (ONG; STOHLER;
HERR, 2019). Projegcbes do talamo e da amigdala para o cortex pré-frontal agregam
fatores referentes a memodrias de trabalho e medo relacionados a dor, respectivamente
(ONG; STOHLER; HERR, 2019). Assim, quando suas proje¢cdes seguem para a
substéancia cinzenta periaquedutal, ha também o componente executivo de planejamento
e execugao de resposta a dor (ONG; STOHLER; HERR, 2019).

A via moduladora de dor mais explorada pela literatura até o momento envolve as
proje¢des da substancia cinzenta periaquedutal para os nucleos do tronco encefalico,
que incluem o bulbo e o locus coeruleus, ao corno dorsal da medula espinal (APKARIAN;
BUSHNELL; TREEDE; ZUBIETA, 2005; BUSHNELL; CEKO; LOW, 2013). Essa via
envolve principalmente a agao de opioides enddgenos, com efeito inibitdrio ou excitatério
(BUSHNELL; CEKO; LOW, 2013). Ha alteracdo na atividade das vias da dor com o
estado de atencdo, principalmente as vias relacionadas aos mediadores opioides
(BUSHNELL; CEKO; LOW, 2013). Estimulos vindos do cortex cingulado, do cortex preé-
frontal e da amigdala chegam a substéncia cinzenta periaquedutal (APKARIAN;
BUSHNELL; TREEDE; ZUBIETA, 2005; BUSHNELL; CEKO; LOW, 2013). Assim, fatores
relacionados a emocéo e motivacdo podem tanto ativar quanto inibir essa via.

Em individuos com dor crénica, além do processo de sensibilizacao periférica e
central, também ocorrem alteracbes nessas vias moduladoras da dor. Por meio de
exames de imagem, podem ser constatas mudancgas estruturais e funcionais nessas
vias. Em individuos com SDRC, em estagio agudo, ha uma reducdo de volume da

substancia cinzenta e de perfusdo no cortex somatossensorial e no sistema limbico
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(SHOKOUHI; CLARKE; MORLEY-FORSTER; MOULIN et al., 2018). Ja em um estagio
cronico, ha um aumento da perfus&o no cortex motor (SHOKOUHI; CLARKE; MORLEY-
FORSTER; MOULIN et al., 2018). Individuos com dor cronica também apresentam uma
diminuicdo da conectividade nas regides do tronco encefalico envolvidas em
mecanismos analgésicos (FITZCHARLES; COHEN; CLAUW; LITTLEJOHN et al., 2021).
A ativacéo de receptores opioides em neurénios GABAérgicos pode levar a desinibicao
de neurdnios no cortex pré-frontal e suas projegbes para a substancia cinzenta
periaquedutal, diminuindo o controle anti-nociceptivo (BUSHNELL; CEKO; LOW, 2013).
Além disso ha aumento da neuroinflamacgao e alteracdo do sistema opioide no cortex
pré-frontal (APKARIAN; BUSHNELL; TREEDE; ZUBIETA, 2005). No entanto, até o
presente momento essas alteragcdes nado foram exploradas no modelo animal da SDRC.

1.1.2 Alteragdes no sistema opioide endégeno

O sistema opioide endogeno € um dos sistemas relacionados a dor mais
explorado pela literatura. Esse sistema consiste na produgao, pelos neurénios do SNC
ou SNP, de trés diferentes peptideos: -endorfinas, encefalinas e dinorfinas (HOLDEN;
JEONG; FORREST, 2005). Esses opioides atuam como neurotransmissores e
neuromoduladores de trés principais classes de receptores, Y, 0 K, para produzir
analgesia (WALDHOER; BARTLETT; WHISTLER, 2004). Os receptores opioides sao
receptores do tipo transmembrana acoplados a proteina G, e modulam os canais de Ca?*
ou K*, o que resulta na inibigdo da excitabilidade neuronal (WALDHOER; BARTLETT;
WHISTLER, 2004). Esse efeito inibitério € a base da agdo analgésica desses receptores
ao se ligarem a opiaceos ou opioides (HOLDEN; JEONG; FORREST, 2005). Tanto os
opioides quanto os opiaceos nao sao seletivos para um receptor especifico (HOLDEN;
JEONG; FORREST, 2005). De qualquer forma, apesar de ser um processo inespecifico,
acabam mediando a analgesia (WALDHOER; BARTLETT; WHISTLER, 2004).

Mesmo estando presentes em todo corpo, ha trés areas de destaque para a agao
opioide, que s&o o corno dorsal da medula espinal, os nervos periféricos e estruturas
supraespinais (WALDHOER; BARTLETT; WHISTLER, 2004). A partir de um trauma

inicial, a informac&o nociceptiva percorre o trajeto até o corno dorsal da medula espinal.
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As laminas [, Il e V do corno dorsal sdo ricas em neurdnios encefalinérgicos, e também
em quanto em receptores opioides (BESSE; LOMBARD; ZAJAC; ROQUES et al., 1990).
Os opioides endogenos também podem atuar nos nervos, principalmente em condi¢des
dolorosas inflamatorias (JANSON; STEIN, 2003). A inflamag&o aumenta a atividade dos
receptores opioides, fazendo com que ocorra uma inibicdo mais eficiente do estimulo
doloroso (JANSON; STEIN, 2003). Ja ao que se refere a estruturas supraespinais, as
principais areas com receptores opioides sdo o cortex, ganglios da base, talamo,
hipotalamo, amigdala, substancia cinzenta periaquedutal e bulbo rostral ventromedial
(HOLDEN; JEONG; FORREST, 2005).

Vale ressaltar que dentre as estruturas supraespinais, o circuito entre a substancia
cinzenta periaquedutal e a bulbo rostral ventromedial &€ reconhecido como o circuito da
analgesia (BAGLEY; INGRAM, 2020). A substancia cinzenta periaquedutal integra as
informacgdes vindas das areas corticais para modular diferentes comportamentos, como
respostas de protecdo a um estimulo doloroso (BAGLEY; INGRAM, 2020). Ainda,
destaca-se que o0s neurdnios da coluna ventrolateral da substancia cinzenta
periaquedutal s&do associados a analgesia por apresentarem maior densidade de
terminais encefalinérgicos e receptores opioides (BAGLEY; INGRAM, 2020; LAU;
WINTERS; VAUGHAN, 2020). Estes terminais se opdem a dendritos gabaérgicos ou nao
gabaérgicos, bem como aos neurbnios eferentes que se projetam para a bulbo rostral
ventromedial (BAGLEY; INGRAM, 2020; LAU; WINTERS; VAUGHAN, 2020).

Os receptores p-opioides sdo os mediadores primarios da analgesia (BAGLEY;
INGRAM, 2020). Eles tem expressédo tanto pré quanto pos-sinaptica na coluna
ventrolateral da substancia cinzenta periaquedutal (OSSIPOV; MORIMURA; PORRECA,
2014). A ligagao de opioides a receptores p-opioides pos-sinapticos ativa canais que
hiperpolarizam os neurbnios da substancia cinzenta periaquedutal (OSSIPOV;
MORIMURA; PORRECA, 2014). Também, receptores p-opioides podem se acoplar a
canais de calcio e inibir a ativagdo (BAGLEY; INGRAM, 2020). Assim, os opioides
enddégenos podem atuar diretamente na inibicdo dos neurdnios deste circuito.

O bulbo rostral ventromedial também € uma estrutura importante para a integracéo
de informacdes corticais de analgesia (BAGLEY; INGRAM, 2020). Mas no que se
relaciona ao circuito de analgesia, ela é a saida para a medula espinal (HEINRICHER,;
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BARBARO; FIELDS, 1989). Nessa estrutura, ha predominantemente dois tipos de
células classificadas quanto a resposta ao estimulo nocivo. As células off, que param o
estimulo e as células on, que aumentam o disparo de potenciais de agcdo em resposta
ao estimulo (HEINRICHER; BARBARO; FIELDS, 1989). Os opioides no bulbo rostral
ventromedial promovem analgesia pelo controle das células off, uma vez que a ativagao
das células on esta relacionada a hiperalgesia (HEINRICHER; BARBARO; FIELDS,
1989).

Um estimulo doloroso promove uma resposta do sistema opioide endégeno no
circuito analgésico (BAGLEY; INGRAM, 2020; OSSIPOV; MORIMURA; PORRECA,
2014). Em situagbes de dor cronica, o controle descendente da dor associado a esse
circuito é alterado (BUSHNELL; CEKO; LOW, 2013). Estudos pré-clinicos passaram
entdo a explorar as possiveis mudangas neuroquimicas associadas ao sistema opioide
em diferentes modelos animais de dor crdnica. Por exemplo, ha uma redugao dos
receptores p-opioides na medula espinal apds lesdo nervosa em ratos (PORRECA,;
TANG; BIAN; RIEDL et al., 1998). Thompson et al. (THOMPSON; PITCHER; STONE;
TARUM et al., 2018) verificaram em um modelo de dor cronica neuropatica em ratos,
uma reducao de receptores p-opioide na insula, putdmem e cortex motor, associada a
comportamento tipo depressivo. A expressao diminuida de receptores opioides, bem
como outras alteracdes, representam uma remodelacdo do cérebro que altera a
capacidade dessas regides de responder a opioides enddégenos (BUSHNELL; CEKO;
LOW, 2013). Essas alteragbes ndo foram exploradas até entdo no modelo experimental
da SDRC-I.

1.2 SINDROME DA DOR REGIONAL COMPLEXA

A Sindrome da Dor Regional Complexa (SDRC) é uma condi¢do clinica
caracterizada por alteragdes sensoriais, autondmicas, motoras e troficas em uma
extremidade, decorrente de um trauma inicial ou de um procedimento cirurgico
(BIRKLEIN; DIMOVA, 2017). E classificada com uma condi¢gdo de dor cronica,

envolvendo a presenga de alteragdo nociceptiva na extremidade afetada (TAYLOR,;
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NOOR; URITS; PALADINI et al., 2021). Tanto sua definicdo quanto o diagndstico
apresentaram mudangas ao longo do tempo. Historicamente, a primeira descrigdo
relacionada a SDRC foi feita pelo cirurgido francés Ambroise Paré no inicio do século
XVI, que tratou um quadro de dor severa e persistente pos flebotomia (IOLASCON; DE
SIRE; MORETTI; GIMIGLIANO, 2015). No entanto, uma definicdo mais especifica da
SDRC foi feita apenas no século XIX, pelo cirurgido inglés Denmark, relacionando um
quadro de dor persistente apds uma lesao nervosa (IOLASCON; DE SIRE; MORETTI,
GIMIGLIANO, 2015). Ao longo dos anos, a SDRC também foi nomeada como causalgia,
algodistrofia, atrofia de Sudeck e distrofia simpatico reflexa (IOLASCON; DE SIRE;
MORETTI; GIMIGLIANO, 2015).

Com o desenvolvimento da ciéncia médica e o avango no estudo da dor, em 1950,
John Bonica apresentou as primeiras propostas de definicdo da até entdo chamada
distrofia simpatico reflexa (IOLASCON; DE SIRE; MORETTI; GIMIGLIANO, 2015).
Bonica definiu que haviam trés diferentes estagios clinicos: estagio | — agudo, que
iniciava no momento do trauma e percorria por até 3 meses, caracterizado por eritema,
calor, edema, hiper-hidrose, dor, limitacdo da amplitude de movimento e fraqueza
muscular; estagio Il — distrofico, caracterizado por dor severa, e persisténcia e/ou
agravamento dos demais sinais; e estagio Ill — atréfico, a partir de 6 semanas apos o
trauma, com presenca de dor incapacitante, exacerbada ao realizar movimentos
passivos (IOLASCON; DE SIRE; MORETTI; GIMIGLIANO, 2015).

Outro marco importante para o estudo da SDRC, ocorreu com a fundacédo da
Associagao Internacional para Estudo da Dor (IASP, do inglés International Association
for the Study of Pain) e a proposta da padronizagdo taxondémica concebida pela
Associagcdao. Em 1993, a distrofia simpatico reflexa foi renomeada para SDRC
(IOLASCON; DE SIRE; MORETTI; GIMIGLIANO, 2015; STANTON-HICKS; JANIG;
HASSENBUSCH; HADDOX et al., 1995). A nova nomenclatura abrange o fato da
condicdo ser caracterizada por dor continua espontanea ou evocada, desproporcional
ao tempo ou grau de lesdo (LEE; LEE; CHOY, 2018; STANTON-HICKS; JANIG;
HASSENBUSCH; HADDOX et al., 1995). A dor é regional, ndo necessariamente
relacionada a algum dermatomo, predominantemente distal, com progressao temporal
variavel (STANTON-HICKS; JANIG; HASSENBUSCH; HADDOX et al., 1995). Além da
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dor, € comum a presenca de outros sinais, como alteragbes motoras, vasomotoras e
troficas (STANTON-HICKS; JANIG; HASSENBUSCH; HADDOX et al., 1995).

Atualmente, existem quatro ferramentas diagnosticas validadas para identificagao
da SDRC, que s&o os critérios de Valdeman, os critérios da |IASP, os critérios de
Budapest para pesquisa e os critérios de Budapest modificados (MESAROLI,
HUNDERT; BIRNIE; CAMPBELL et al., 2021). Ao longo do tempo, a utilizagdo de
diversas ferramentas diagnosticas foi sendo explorada. Dentre as ferramentas utilizadas,
destaca-se a utilizag&o dos critérios de Budapest modificados, onde para o diagnostico:
| — deve haver dor continua, desproporcional ao evento inicial; Il — relato de um sintoma
em trés das quatro categorias: sensorial (hiperalgesia ou alodinia), vasomotor (assimetria
de temperatura ou cor da pele), sudomotor (edema ou assimetria em sudorese), motor
(diminuigdo de amplitude de movimento ou fraqueza, tremor ou distonia, ou alteragdes
de crescimento dos pelos, unhas e pele); lll — apresentar um sinal ao momento da
avaliacdo em duas ou mais categorias: sensorial (hiperalgesia a agulhamento ou alodinia
ao toque leve, sensagdo térmica, pressdo ou movimento articular), vasomotor
(temperatura assimétrica em mais de 1°C ou assimetria de cor da pele), sudomotor
(edema ou assimetria em sudorese), motor (diminuicdo da amplitude de movimento,
fraqueza, tremor, distonia ou outras alteragdes troficas); IV — ndo houver outro
diagnostico que melhor explique os sinais e sintomas presentes (BIRKLEIN; DIMOVA,
2017; BORCHERS; GERSHWIN, 2014; HARDEN; BRUEHL; PEREZ; BIRKLEIN et al.,
2010).

A SDRC é classificada em dois tipos: tipo | (SDRC-I), quando ndo ocorre lesao
nervosa; e tipo Il (SDRC-II), quando ocorre lesdo nervosa (BORCHERS; GERSHWIN,
2014). Aléem da categorizagao diagnostica, a SDRC também é associada a duas formas
de apresentagdo distintas: quente e fria (BRUEHL, 2015; BRUEHL; MAIHOFNER;
STANTON-HICKS; PEREZ et al., 2016). A SDRC quente é caracterizada por calor,
vermelhiddo e edema na extremidade afetada (BRUEHL; MAIHOFNER; STANTON-
HICKS; PEREZ et al., 2016). Enquanto a SDRC fria, apresenta frio, coloragéo escura e
aumento da sudorese na extremidade afetada (BRUEHL; MAIHOFNER; STANTON-
HICKS; PEREZ et al., 2016). Temporalmente, a apresentagao quente é mais comum em

fase aguda e a fria ocorre em fase crdnica, também podendo ocorrer variagdo das
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apresentagdes ao longo do tempo (BRUEHL; MAIHOFNER; STANTON-HICKS; PEREZ
et al., 2016). O edema e vermelhiddo, causados pelo processo inflamatorio inicial, s&o
menos proeminentes conforme a duragdo da SDRC evolui, reforgcando que a transi¢cao
entre a apresentacéo quente e fria acontega com a cronificagdo da condigédo (BIRKLEIN;
RIEDL; SIEWEKE; WEBER et al., 2000).

No que se refere ao componente sensorial, a dor espontanea é presente em 75%
dos pacientes (OTT; MAIHOFNER, 2018). A dor é descrita pelos individuos com SDRC
com caracteristicas dinamicas (CODERRE; BENNETT, 2010). No que se refere a
qualidade, as caracteristicas da dor mais frequentes sao de esfaqueamento/penetracao,
queimacgdo e irradiagdo, similares a outras condigcbes de dor neuropatica (OTT;
MAIHOFNER, 2018). Quanto a intensidade, o aumento da dor relaciona-se com
exposi¢cao ao movimento, toque sutil, esforco fisico, permanéncia em ortostase bem
como quanto ao periodo do dia, como ao anoitecer, e sob a exposi¢cédo a agentes térmicos
como calor ou frio (OTT; MAIHOFNER, 2018). Também s&o frequentes respostas
nociceptivas anormais evocadas, como hiperalgesia mecénica, alodinia mecéanica,
alodinia ao frio e hiperalgesia ao calor (CODERRE; BENNETT, 2010). As alteragdes
autondémicas e troficas mais comuns se concentram na aparéncia palida ou hiperémica
da pele, crescimento aumentado dos pelos e unhas, bem como o0 edema e diferenga de
temperatura na extremidade afetada (OTT; MAIHOFNER, 2018). Quanto aos sinais
motores, a reducao de forca € presente em mais da metade dos individuos com SDRC
(OTT; MAIHOFNER, 2018). Essas caracteristicas sdo similares tanto para a SDRC-
quanto para a SDRC-II (CODERRE; BENNETT, 2010).

Devido a grande variabilidade diagnostica e aplicagao recente dos critérios de
Budapest, sdo poucos os dados epidemioldgicos sobre a SDRC (BIRKLEIN; DIMOVA,
2017). A incidéncia de pacientes que desenvolvem a SDRC varia entre 5,5 a 26,2 casos
a cada 100 mil individuos (BIRKLEIN; DIMOVA, 2017; DE MOS; DE BRUIJN; HUYGEN;
DIELEMAN et al., 2007; ELSHARYDAH; LOO; MINHAJUDDIN; KANDIL, 2017; OTT;
MAIHOFNER, 2018; SANDRONI; BENRUD-LARSON; MCCLELLAND; LOW, 2003). O
sexo feminino € predominante nos individuos com SDRC, em uma propor¢ao de 3,5
mulheres para cada 1 homem, em faixa etaria entre 55 e 75 anos (DE MOS; DE BRUIJN;
HUYGEN; DIELEMAN et al., 2007; OTT; MAIHOFNER, 2018; SANDRONI; BENRUD-
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LARSON; MCCLELLAND; LOW, 2003). As causas primarias se concentram
principalmente entre fraturas e contusdes, principalmente em extremidades superiores
do que inferiores (OTT; MAIHOFNER, 2018). Estima-se que 3,8 a 8% dos individuos que
sofram fratura em extremidades desenvolvam a SDRC (BEERTHUIZEN; STRONKS;
VAN'T SPIJKER; YAKSH et al., 2012). Ressalta-se ainda que a SDRC-I, onde n&o ocorre
lesdo nervosa, € mais comum e ocorre em aproximadamente 88% dos casos (OTT;
MAIHOFNER, 2018). O fato de alguns individuos desenvolverem a SDRC e outros n3o,
com traumas iniciais similares, destaca ainda mais a importancia do entendimento dos

mecanismos fisiopatoldgicos por tras dessa condigdo.

1.2.1 Fisiopatologia

Nos dias atuais, ha um consenso na literatura que a SDRC €& multifatorial,
envolvendo mecanismos periféricos e centrais (BRUEHL, 2015). Até os anos 90, a
comunidade cientifica do estudo da dor relacionava a causa da SDRC apenas a
hiperatividade do sistema nervoso simpatico (CODERRE; BENNETT, 2010). No entanto,
com o fato de que nem todos os individuos se beneficiavam de tratamento com
simpatectomia ou bloqueio de ganglio simpatico, outras possibilidades comegaram a ser
exploradas (BARON; LEVINE; FIELDS, 1999). Levando em conta as diferentes
caracteristicas diagnosticas, diferentes mecanismos podem contribuir tanto entre os
diferentes individuos como com o decurso temporal da SDRC. Dentre os possiveis
mecanismos envolvidos, destacam-se: lesdo nervosa, lesao isquémica, sensibilizagcao
central, sensibilizagdo periférica, alteragbes simpaticas, fatores inflamatérios e imunes,
mudangas no sistema nervoso central (SNC), fatores genéticos e psicologicos
(MARINUS; MOSELEY; BIRKLEIN; BARON et al., 2011; BRUEHL, 2015). Vale ressaltar
também, que é possivel que estes diferentes mecanismos que contribuem de maneira

independente para a SDRC, também interajam entre si (BRUEHL, 2015).

1.2.1.1 Fatores relacionados ao trauma inicial



36

A grande maioria dos casos da SDRC se da a partir do trauma inicial, uma lesdo
tecidual conhecida (OTT; MAIHOFNER, 2018). Para que o trauma inicial apresente sua
recuperacao normal ou para que ocorra o desenvolvimento da SDRC, a extensdo do
processo inflamatdrio e da resposta imune € um ponto determinante (BRUEHL, 2015).

Para compreender o que ocorria com os individuos acometidos pela SDRC,
Coderre & Bennet (2010) levantaram a hipotese de que a principal causa da dor estava
relacionada a um processo isquémico dos tecidos profundos e consequentemente uma
reacao inflamatéria subsequente a lesdo por isquemia e reperfusdo, sequéncia
esquematizada na Figura 2. A partir do trauma inicial e a preseng¢a de edema demasiado,
ha extravasamento plasmatico, aumento da densidade dos vasos perfundidos e aumento
da capacidade de filtragdo dos capilares (LYDEN; SHORTELL; ILLIG, 2001). A presséo
do acumulo de plasma no espaco intersticial oclui os capilares dos tecidos adjacentes
causando a sindrome compartimental (LYDEN; SHORTELL; ILLIG, 2001). A sindrome
compartimental é uma complicagdo comum apos fraturas, lesbes ou cirurgias
ortopédicas, da mesma maneira que a SDRC também é associada a essas lesdes iniciais
(OTT; MAIHOFNER, 2018). O tecido isquémico apresenta um acumulo de enzimas
oxidativas, inicialmente xantina oxidase e fosfato de dinucle6tido de nicotinamida
adenosina (NADPH) oxidase (CODERRE; BENNETT, 2010). Apos a reperfuséo, as
oxidases acumuladas reduzem o oxigénio molecular e as células que compdéem os
capilares s&o expostas a altos niveis de radicais livres (CODERRE; XANTHOS;
FRANCIS; BENNETT, 2004). Niveis altos de radicais livres danificam tanto as células
endoteliais vasculares quanto as células da musculatura lisa (CODERRE; XANTHOS;
FRANCIS; BENNETT, 2004). Esse dano ocorre tanto na microvasculatura dos musculos,
quanto nos 0ssos e nervos da regido afetada pela sindrome compartimental (CODERRE;
BENNETT, 2010).

Em sequéncia a lesdo por isquemia/reperfusao, as células endoteliais liberam
menores quantidades de 6xido nitrico, e o pouco liberado € convertido em radicais livres
de nitrogénio (KUROSE; WOLF; GRISHAM; GRANGER, 1994) . Ocorre entdo um déficit
na vasodilatacdo mediada pelo o6xido nitrico, que por subsequéncia modula a
vasoconstricdo evocada pelo sistema nervoso simpatico (KUROSE; WOLF; GRISHAM;
GRANGER, 1994). O vasoespasmo exacerba ainda mais a isquemia e aumento da les&o
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(DAYAN; SALMAN; NORMAN; VATINE et al., 2008). O dano aos vasos estimula a
liberacdo de diversos mediadores pro-inflamatorios (DAYAN; SALMAN; NORMAN;
VATINE et al., 2008). Os radicais livres aumentam a expresséo de selectinas, moléculas
de adesao, fatores complemento, entre outros (DAYAN; SALMAN; NORMAN; VATINE
et al., 2008). Essas moléculas s&o quimiotaxicas e recrutam mondcitos, leucocitos e
plaquetas, que liberam mediadores inflamatorios, como fator de necrose tumoral (TNF),
interleucina-1 (IL-1) e interleucina-6 (IL-6), que podem disseminar ainda mais a lesdo
tecidual (DAYAN; SALMAN; NORMAN; VATINE et al., 2008).
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Figura 2 — Esquema de hipotese patofisioldgica para a SDRC.

Trauma
inicial Cicatrizagao
normal

Lesao
tecidual ~ .
Lesao microvascular por
Inflamag&o isquemia/reperfusao
aguda com edema
] Fluxo baixo
Sindrome Vasoespasmo

. Fluxo ausente
Compartimental

Isquemia em tecidos profundos

SDRC- SDRC-II
Les&o de feixes Inflamagao crénica
neurovasculares

Ativagao e sensibilizagao
de nociceptores

Sensibilizagao periférica e central

Fonte: Adaptado de Coderre e Bennett (2010).
Legenda: esquema dos mecanismos fisiopatoldgicos hipotéticos na SDRC. Em individuos com
SDRC, a partir do trauma inicial e lesdo tecidual, ocorre o processo inflamatério com edema € a
Sindrome Compartimental. A isquemia/reperfusdo leva a lesdo das células endoteliais microvasculares
induzida por radicais livres. Esses eventos levam a vasoespasmo arterial e fluxo baixo/ausente na
microvasculatura tecidual profunda, o que produz isquemia persistente, aumentando a lesdo e
ocasionando um quadro de inflamagéao crénica. Nos musculos, 0ossos e nervos, a isquemia e inflamacgao
ativam e sensibilizam os nociceptores.

Outra abordagem para explorar o tema foi feita por Li et al. (2009), com o
estabelecimento do modelo de indugédo por fratura de tibia seguida de imobilizagéo. O
grupo ressaltou o papel quanto a ativacao de queratinocitos, alteragdes a nivel da medula
espinal e desenvolvimento de autoimunidade (MARINUS; MOSELEY; BIRKLEIN;
BARON et al., 2011). O trauma inicial, mesmo que pequeno, pode amplificar a liberacao
de citocinas (MARINUS; MOSELEY; BIRKLEIN; BARON et al., 2011). Citocinas e fator
de crescimento do nervo (NGF) podem excitar os nociceptores e induzir a sensibilizagao
periférica (MARINUS; MOSELEY; BIRKLEIN; BARON et al.,, 2011). A presengca de
citocinas também aumenta a liberacdo de neuropeptidios inflamatorios nos neurdnios
aferentes primarios (BIRKLEIN; SCHMELZ; SCHIFTER; WEBER, 2001). Substancia P

estimula os queratindcitos a produzirem ainda mais citocinas pro-inflamatorias. Assim,
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os sinais de dor, edema e alteracdo de temperatura sdo estabelecidos (BIRKLEIN;
SCHMELZ; SCHIFTER; WEBER, 2001).

1.2.1.2 Alteragbes simpatico-reflexas

Historicamente, os sinais caracteristicos da SDRC tinham seus mecanismos
voltados apenas a alteragdes simpatico-reflexas, onde alteracbes de temperatura e
coloragdo eram resultado da vasoconstricdo, e a dor mantida por estimulos simpaticos
(BARON; LEVINE; FIELDS, 1999). A expressao de receptores adrenérgicos em
neurdnios nociceptivos apdés uma lesédo nervosa, pode diretamente desencadear sinais
nociceptivos (BARON; LEVINE; FIELDS, 1999). Dessa forma, o envolvimento do sistema
nervoso simpatico se da principalmente pelo fato dos nociceptores aumentarem sua
resposta frente a estimulos simpaticos (BRUEHL, 2015). Em resposta a algum agente
estressor, ha a liberagdo de catecolaminas, estas que se ligam aos receptores nos
nociceptores produzindo ou aumentando o quadro de dor (JORUM; QRSTAVIK;
SCHMIDT; NAMER et al., 2007). Esse fenbmeno € chamado de acoplamento simpatico-
aferente. Essa alteracdo na resposta simpatica pode ser evidente ndo s6 na nocicepcao,
como também com respostas simpaticas exacerbadas como reducédo da temperatura,
alteragao de coloragao, aumento da sudorese (JURUM; ORSTAVIK; SCHMIDT; NAMER
et al., 2007).

Em individuos com SDRC, quando ha uma atividade alta do sistema nervoso
simpatico, ha um aumento de intensidade e extensdo da dor (BARON;
SCHATTSCHNEIDER; BINDER; SIEBRECHT et al., 2002). Na fase aguda da SDRC, a
inervagao do sistema nervoso simpatico em estruturas profundas € mais determinante
do que a inervacgao da pele, principalmente ao que se refere ao acoplamento simpatico-
aferente (BARON; SCHATTSCHNEIDER; BINDER; SIEBRECHT et al., 2002). Embora
a literatura sugira que o acoplamento simpatico-aferente é relacionado ao aumento de
intensidade da dor na SDRC, este fato ndo necessariamente se aplica a presencga de
outros sinais classicos na SDRC (BRUEHL, 2010). Alteragbes vasomotoras na SDRC
podem nao estar relacionadas apenas as alteracdes do sistema nervoso simpatico
(BRUEHL, 2010).
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1.2.1.3 Sensibilizagdo central e periférica

Apés um trauma, o organismo se adapta aumentando a resposta a dor e niveis de
inflamagéo, como estratégia de prote¢cdo da area lesada, evitando possiveis atividades
que possam aumentar a lesdo (BRUEHL, 2015). Isso ocorre tanto no sistema nervoso
periférico (SNP), quanto no SNC. Tanto a sensibilizagao periférica quanto central, s&o
fortemente influenciadas pela liberacdo de mediadores inflamatorios e neuropeptidios
pré-nociceptivos, contribuindo para as alteragdes sensoriais caracteristicas da SDRC,
como dor espontéanea, hiperalgesia ou alodinia.

A lesao produz mudancas estruturais e quimicas locais, que alteram as fibras
aferentes primarias, aumentando a responsividade a dor e diminuindo o limiar a
estimulos mecéanicos e térmicos (CHENG; JI, 2008). Também, a presencga de citocinas
pro-inflamatdrias e neuropeptidios leva ao aumento da responsividade dos nociceptores
(BRUEHL, 2010). Essa diminuicdo do limiar dos neurdnios nociceptivos contribui
diretamente para o surgimento de hiperalgesia ou alodinia, sinais classicos da SDRC
(BRUEHL, 2010). E importante ressaltar que esse processo de sensibilizagéo periférica
€ desencadeado pelo trauma inicial, ou seja, ocorre em uma fase inicial do
desenvolvimento da SDRC, onde muitas vezes o diagnostico ainda néo foi definido
(BRUEHL, 2010).

Um estimulo nociceptivo continuo apds lesdo tecidual pode induzir a
sensibilizagdo central, caracterizada pelo aumento na excitabilidade de neurénios
nociceptivos na medula espinal, e aumento da responsividade a dor (WOOLF, 2011). A
sensibilizagcdo central ocorre pela liberagdo de mediadores nociceptivos, como
substancia P, bradicinina e glutamato agindo nos receptores N-metil-D-aspartato
(NMDA) na medula espinal (JI; NACKLEY; HUH; TERRANDO et al., 2018). A literatura
nao define até o presente momento se a sensibilizacdo central precede ou ocorre
concomitantemente com o desenvolvimento dos outros sinais da SDRC (BRUEHL,
2010).
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1.2.1.4 Fatores inflamatoérios e imunes

Grande parte da literatura sobre os mecanismos da SDRC é focada na influéncia
da inflamagéo e da resposta imune. Os mecanismos classicos da inflamagcdo podem
contribuir por meio da ativagdo das células imunes, como linfocitos e mastécitos, que
apos o trauma liberam mediadores pro-inflamatorios (COOPER; CLARK, 2013). A
literatura demonstra aumento das concentracbes de mediadores e neuropeptidios proé-
inflamatorios, como substancia P, peptideo relacionado ao gene calcitonina (CGRP),
bradicinina, e citocinas, interleucina-1B (IL-1B), interleucina-2 (IL-2), IL-6 e TNF, tanto na
circulagdo sistémica, quanto no fluido cerebroespinal de individuos com SDRC
(BIRKLEIN; SCHMELZ, 2008; BIRKLEIN; SCHMELZ; SCHIFTER; WEBER, 2001;
SCHINKEL; GAERTNER; ZASPEL; ZEDLER et al., 2006; UCEYLER; EBERLE; ROLKE;
BIRKLEIN et al., 2007). Também ocorre aumento significativo de MDA, peroxidase e
SOD, mediadores de estresse oxidativo (EISENBERG; SHTAHL; GELLER; REZNICK et
al., 2008). Em contrapartida, os individuos com SDRC tém baixos niveis sistémicos de
citocinas anti-inflamatorias, como a interleucina-10 (IL-10) (UCEYLER; EBERLE;
ROLKE; BIRKLEIN et al., 2007).

Suportando as evidéncias encontradas em humanos, estudos pré-clinicos
exploraram os mediadores inflamatérios em decurso temporal nas diferentes estruturas
envolvidas no desenvolvimento da SDRC, demonstrados na Tabela 1. No modelo da
SDRC-I induzida por isquemia/reperfusao da pata, ha um aumento de TNF, IL-10, IL-2 e
diminuicao de interleucina-4 (IL-4) no soro, tanto na fase aguda (até dois dias apos lesdo)
quanto na fase de transigao e crbnica (de sete a 24 dias pos-lesao) (LIMAN; CHEUNG,;
WONG,; TAl et al., 2015; MUTHURAMAN, A.; RAMESH, M.; SOOD, S., 2010; TANG; LI;
TAIl; YAO et al., 2017). Ja na pele da pata, ha aumento de TNF apenas na fase aguda e
aumento de IL-1B tanto na fase aguda quanto na crénica (HEWEDY, 2018; HSIAO; LIN;
WANG; TSAI et al., 2016; HSIAO; LIU; WANG; LIN et al., 2019; KLAFKE; DA SILVA;
ROSSATO; DE PRA et al., 2016; XU; TAO; HUANG; LIN et al., 2020). A nivel muscular,
ocorre um aumento de TNF e IL-13 na fase aguda (SANTOS; RABELO; MATOS; ANJOS
et al., 2021). Ja na medula espinal, ha um aumento de TNF e IL-1p na fase aguda e de
transicado respectivamente, que apenas € mantido na fase crbnica para a IL-1f3
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(BELMONTE; MARTINS; SALM; EMER et al., 2018; CHEN; YIN; HU; LIU et al., 2020;
SEO; GIL; CHOE; LEE et al., 2020).

Ja no modelo de indugdo da SDRC-I por fratura de tibia, ha um aumento de TNF,
IL-18, IL-6, fator de crescimento do nervo (NGF), IL-4 e manutengao dos niveis de IL-10
na pele da pata na fase aguda (até 4 semanas pos-leséo) (GUO; SHI; LI; WEI et al.,
2021; GUO; SHI; LI; WEI et al., 2019; GUO; WEI; LI; LI et al., 2014; LI; SHI; WANG; GUO
et al., 2013; LI; GUO; SHI; BIRKLEIN et al., 2018; LI; SABSOVICH; GUO; ZHAO et al.,
2009; SABSOVICH; GUO; WEI; ZHAO et al., 2008b; WEI; GUO; LI; KINGERY et al.,
2016; WEI; SABSOVICH; GUO; SHI et al., 2009). Alguns estudos apresentam
manuteng¢ao dos niveis de TNF na pele da pata na fase aguda (LI; GUO; SHI; CZIRR et
al., 2014; SABSOVICH; WEI; GUO; ZHAOQO et al., 2008b). Enquanto na fase cronica (a
partir de 7 semanas p0s-lesao) na pele da pata Wei et al. (2016) verificaram manutencéo
dos niveis de TNF, IL-6, IL-13 e NGF, Shi et al. (2018) encontraram a manutengéo dos
niveis de TNF, IL-6 e NGF, e aumento apenas de IL-13 em 7 semanas, ndo mantido em
9 semanas poés-lesdo. A nivel muscular, apenas um estudo verificou aumento TNF, |L-6,
IL-18 e NGF na fase aguda (GUO; SHI; LI; WEI et al., 2019). Sabsovichc et al. (2008)
verificaram que ndo ocorre mudanga nos niveis de TNF no osso da tibia, mas ha aumento
no nervo isquiatico em fase aguda. Na medula espinal, em fase aguda ha aumento de
TNF, IL-6, IL-1B e NGF (GUO; WEI; LI; LI et al., 2014; LEE; KIM; CHO; PARK, 2020; LI;
GUO; SHI; SUN et al., 2015; SHI; GUO; WEI; LI et al., 2015; WEI; GUO; LI; KINGERY et
al., 2016). Ao passo que na fase crbnica, Shi et al. (2018) verificaram um aumento dos
niveis de TNF, IL-6, IL-1B em 7 semanas, que foi mantido apenas para IL-6 em 9
semanas. Também em fase crbnica, Wei et al. (2016) verificaram aumento de TNF, IL-
1B e NGF na medula espinal 16 semanas pos-lesao.

No modelo de indugao por fratura de tibia, dois estudos também exploraram os
niveis do fator neurotrofico derivado do encéfalo (BDNF) em estruturas do SNC. Tajerian
et al. (2014) verificaram uma diminuicdo dos niveis de BDNF na medula espinal 7
semanas pos-lesdo. Mais tarde, o mesmo grupo verificou que os niveis de BDNF n&o se
alteram na amigdala, mas diminuem no cortex perirrinal e no hipocampo (TAJERIAN,
MARAL; SAHBAIE, PEYMAN; SUN, YUAN; LEU, DAVID et al., 2015).
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A sinalizacao das citocinas € conhecida por ser direta na fungéo neuronal por meio
de receptores localizados em neurdnios, microglia e astrocitos, seja na medula espinal,
ganglios ou no cérebro (GONCALVES DOS SANTOS; DELAY; YAKSH; CORR, 2019).
A terminagdo periférica dos nociceptores é encontrada na pele, musculos, 0ssos,
articulacdes e visceras. Essa localizagao, na proximidade de diferentes células, entre
elas, queratindcitos e células do sistema imune, facilita com que ocorra a influéncia das
citocinas (GONCALVES DOS SANTOS; DELAY; YAKSH; CORR, 2019).

Dentre as vias de sinalizagdo para que essa influéncia ocorra, destaca-se a
cascata de sinalizagdo do fator nuclear kappa B (NFkB) (GONCALVES DOS SANTOS;
DELAY; YAKSH; CORR, 2019). Entre os receptores que ativam essa cascata esta o
receptor para o TNF (COOK; CHRISTENSEN; TEWARI; MCMAHON et al., 2018;
GONCALVES DOS SANTOS; DELAY; YAKSH; CORR, 2019). O TNF se liga a seu
receptor, que ativa um complexo IkB quinase, que fosforila as proteinas kB, levando a
degradacéo, liberacdo e translocagcdo do complexo NFkB para o nucleo (HAYDEN;
GHOSH, 2008). No nucleo, o fator de transcrigdo induz a transcrigdo de genes
(HAYDEN; GHOSH, 2008). Os genes podem incluir a liberagado de outras citocinas proé-
inflamatorias, como IL-6, IL-8 e proteina quimioatrativa de mondcitos-1 (MCP-1)
(GONCALVES DOS SANTOS; DELAY; YAKSH; CORR, 2019). Outra via de sinalizagédo
envolvida com as citocinas proé-inflamatérias é a via da MAP quinase (MAPK)
(GONCALVES DOS SANTOS; DELAY; YAKSH; CORR, 2019). Essa via ¢ ativada tanto
por fatores de crescimento, como o NGF, quanto pelo TNF (CARGNELLO; ROUX, 2011).
O TNF atua através de dois receptores, TNFR1 e TNFR2, que impulsionam a ativagao
da MAPK e aumentam ainda mais a inflamacéao por liberagdes secundarias de IL-1, IL-6
e IL-8 apods a transcricdo de seus genes (CARGNELLO; ROUX, 2011). A presenga das
citocinas, como TNF, IL-6 e IL-1[3, induz a sensibilizagdo dos nociceptores por aumentar
as correntes nos receptores a-amino-3-hidroxi-5-metil-acido (AMPA) ou NMDA, como
também por suprimir o acido gama-aminobutirico inibitorio tipico (GABA) (COOK;
CHRISTENSEN; TEWARI; MCMAHON et al., 2018; GONCALVES DOS SANTOS;
DELAY; YAKSH; CORR, 2019).

Uma excitabilidade neuronal aumentada em resposta a dor e a presencga de

mediadores inflamatérios também podem levar a um aumento dos niveis de BDNF
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(MILLIGAN; WATKINS, 2009). Esse fato ocorre apos a liberagdo de um segundo
conjunto de mediadores inflamatérios na medula espinal, incluindo MCP-1 (SMITH,
2014). A micréglia ativada e interagindo com segundos mediadores, permite um aumento
do influxo de Ca2+ e maior liberagdo de BDNF (BEGGS; TRANG; SALTER, 2012;
SMITH, 2014). Lentamente, o BDNF promove alteragdes na atividade neuronal do corno
dorsal da medula espinal, reforcando o processo de sensibilizacdo central ao nivel da
medula espinal e contribuindo para o incremento da dor (BEGGS; SALTER, 2013;
SMITH, 2014).

Guo et al. (2006) mostraram, em um modelo de dor inflamatéria na pata, um
aumento dos niveis de BDNF na substéncia cinzenta periaquedutal. Bobinski et al. (2018)
verificaram que apods lesdo de nervo periférico também ocorre aumento dos niveis de
BDNF na medula espinal de camundongos, associado a presenca de hiperalgesia. Da
mesma forma, Yue et al. (2017) mostraram que niveis aumentados de BDNF no cortex
pré-frontal estdo associados a antinocicepgédo na dor inflamatéria. Em conjunto, esses
achados sugerem que o BDNF impacta na sensibilizagdo e facilitagdo da resposta
nociceptiva (CAPPOLI; TABOLACCI; ACETO; DELLO RUSSO, 2020).



ISQUEMIA/REPERFUSAO

Tabela 1 — Mediadores inflamatoérios analisados em modelos animais da SDRC.

Autor

Muthuraman et al. (2010)

Liman et al. (2015)
Klafke et al. (2016)
Hsiao et al. (2016)

Tang et al. (2017)

Belmonte et al. (2018)

Hewedy et al. (2018)
Hsiao et al. (2019)

Chen et al. (2020)
Seo et al. (2020)
Xu et al. (2020)

Tempo de analise
0 dia
1 dia pos-lesao
2 dias poés-lesao
4 dias pés-lesao
7 dias pos-lesao
10 dias pos-lesao
13 dias pos-leséo
16 dias pos-lesao
2 dias pos-lesao
1 dia pos-lesao
14 dias pos-leséo
2 horas apos lesao

2 dias pos-lesao

7 dias pos-lesao

11 dias pos-lesao
7 dias pos-lesao
2 horas apos lesao
2 dias poés-lesao
7 dias pos-lesao
2 semanas pos-lesao
1 dia pos-leséo

Estrutura

Soro

Soro
Pele da pata

Pele da pata

Soro

Medula espinal
Pele da pata

Pele da pata

Medula espinal
Medula espinal
Pele da pata

Resultados

=TNF, =IL-10

1TNF, 11L-10

1TNF, 11L-10

1TNF, 11L-10

1TNF, 11L-10

1TNF, 11L-10

1TNF, 11L-10

1TNF, 11L-10

1TNF, $1L-2

1TNF

=TNF

1L-1B

Q 1IL-2, 1TNF, |IL-4
3 11L-2, 1TNF, |IL-4
0 1IL-2, =TNF, |IL-4
3 11L-2, =TNF, =IL-4
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=TNF, =IL-6, =IL-10, }IL-1B

1TNF, 11L-1B
=TNF, 7IL-1B
1TNF, 11L-1B
1IL-1B
1TNF
1L-1B



46

Tabela 1 — Mediadores inflamatoérios analisados em modelos animais da SDRC.

FRATURA DE TiBIA

Autor Tempo de analise Estrutura Resultados
14 dias pos-leséo TL-18
Santos et al. (2021) 2 dias poés-lesao Musculo da pata TTNF, 11L-1B

Pele da pata TTNF
Sabsovich et al. (2008) 4 semanas pos-lesao Osso da tibia =TNF
Nervo isquiatico TTNF

Sabsovich et al. (2008) [2] 4 semanas pos-lesao Pele da pata =TNF, 11L-1B, 1IL-6, =IL-10
Li et al. (2009) 4 semanas pos-lesao Pele da pata TL-18

Wei et al. (2009) 4 semanas pos-lesao Pele da pata TTNF, 11L-1B, 1IL-6
Li et al. (2013) 4 semanas pos-lesado Pele da pata 1 IL-6, 1TNF, 1 NGF, 11L-18
Pele da pata T1TNF, tIL-1B, 1IL-6, TNGF

Guo et al. (2014)

Li et al. (2014)
Tajerian et al. (2014)

Li et al. (2015)
Shi et al. (2015)

Tajerian et al. (2015)

Wei et al. (2016)

4 semanas pos-lesao

4 semanas pos-lesao
7 semanas pos-leséo
1 semana pés-lesao
4 semanas pos-lesao
4 semanas pos-lesao

7 semanas pos-lesao

4 semanas pos-lesao

16 semanas poés-lesao

Medula espinal
Pele da pata
Medula espinal

Medula espinal

Medula espinal
Amigdala
Cortex perirrinal
Hipocampo
Pele da pata
Medula espinal
Pele da pata
Medula espinal

1 IL-1B, 1 NGF
1 IL-6, =TNF, 1NGF, 1IL-1B
| BDNF

1IL-6

1IL-6

tNGF, 1TNF, 1IL-1B, 1IL-6
= BDNF

| BDNF

| BDNF

1TNF, 1I1L-1B, 1IL-6, INGF
1TNF, 1I1L-1B, 1IL-6, INGF
=TNF, =IL-1B, =IL-6, =NGF
1TNF, 1IL-1B, =IL-6, tNGF
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Tabela 1 — Mediadores inflamatoérios analisados em modelos animais da SDRC.

Autor Tempo de analise Estrutura Resultados
. 5 Pele da pata TTNF, tIL-1B, 1IL-6, TNGF
Guo et al. (2019) 4 semanas pos-lesao ) L.
Mdusculo gastrocnémio  1TNF, 1IL-18, 1IL-6, TNGF
Li et al. (2018) 3 semanas pos-lesao Pele da pata 1TNF, 11L-4
. 5 Pele da pata =TNF, tIL-1B, =IL-6, =NGF
7 semanas pos-leséo _
_ Medula espinal T1TNF, 11L-1B, 1IL-6, =NGF
Shi et al. (2018)
. . Pele da pata =TNF, =IL-1B, =IL-6, =NGF
9 semanas pos-lesao .
Medula espinal =TNF, =IL-1pB, 1IL-6, =NGF
Lee et al. (2020) 4 semanas pos-lesado Medula espinal 1TNF, 1IL-6
Guo et al. (2021) 3 semanas poés-leséao Pele da pata T1L-1B, 11L-6

Fonte: Elaborada pela autora deste trabalho.
Legenda: TNF, fator de necrose tumoral; IL-6, interleucina-6; NGF, fator de crescimento do nervo; IL-1B, interleucina-1beta; BDNF, fator
neurotréfico derivado do cérebro; IL-2, interleucina-2; IL-4, interleucina-4; @, sexo feminino; &, sexo masculino; 1, aumento; |, diminuigéo; =,
manutencao.
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1.2.1.5 Fatores psicoloégicos e sociais

Fatores psicologicos sao vastamente explorados na SDRC, principalmente por
estes individuos apresentarem caracteristicas clinicas diferentes das de outros
individuos com dor crénica (CODERRE; BENNETT, 2010). O transtorno psiquiatrico de
depress&o maior, esta presente em 24 a 49% dos individuos (OTT; MAIHOFNER, 2018).
Ansiedade, depressao e raiva podem ter impacto direto nos niveis de dor nos individuos
com SDRC (OTT; MAIHOFNER, 2018). Esse fator é principalmente relacionado a
influéncia do sistema nervoso simpatico e a liberagao de catecolaminas, potencializando
o acoplamento simpatico-aferente (BRUEHL, 2015). Altos niveis de ansiedade também
estdo correlacionados a um maior risco de desenvolvimento da SDRC apoés fratura em
membro superior (OTT; MAIHOFNER, 2018).

A presenca de alguns fatores de risco é determinante para o desenvolvimento
tanto da dor cdnica, quanto da SDRC. Dor crénica é fortemente associada com a
presengca de comorbidades, como obesidade, ansiedade e depresséo (REIS;
GUIMARAES; NOGUEIRA; MEZIAT-FILHO et al., 2019). E muito comum vincular
depressao, ansiedade, alteragcdes no sono como resultado da dor crbénica e de forma
discreta associar esses fatores a predisposicdo dos individuos ao desenvolvimento de
dor crénica (COHEN; VASE; HOOTEN, 2021). Ja quanto aos fatores sociais, destacam-
se o baixo nivel de educacéo, os fatores culturais e o suporte social insuficiente (REIS;
GUIMARAES; NOGUEIRA; MEZIAT-FILHO et al., 2019).

1.3 MODELOS ANIMAIS NO ESTUDO DA DOR

Embora o maior nivel de evidéncia venha de revisbes sistematicas e meta-
analises de estudos clinicos, estudo pré-clinicos bem validados também colaboram de
forma eficiente para elucidar a fisiopatologia da SDRC, como também fornecer
oportunidades para testar novas estratégias de tratamento. E crucial testar hipéteses em
modelos animais. Por um longo periodo, os modelos animais da SDRC se concentraram

em modelos de dor neuropatica, mimetizando a SDRC-II, quando ocorre les&o nervosa
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(BRUEHL, 2010). Esses modelos variam entre lesdo no nervo isquiatico ou no nervo
tibial, apresentando sintomas de alteragdo sensorial, de temperatura e tréficas, assim
como na SDRC-Il. Modelos animais que representassem a SDRC-| foram sendo
desenvolvidos, principalmente nas ultimas duas décadas. Dois modelos sao utilizados
para mimetizar a SDRC-I, a fratura de tibia com imobilizac&o e a isquemia/reperfusao da
pata (CODERRE; XANTHOS; FRANCIS; BENNETT, 2004; LI; SABSOVICH; GUO;
ZHAO et al., 2009). A literatura demonstra bom potencial em ambos os modelos para
estudo da SDRC. Apesar disso, destaca-se a desvantagem da lesdo ser artificial no
modelo de isquemia/reperfusdo, e da regresséo natural dos sinais em poucas semanas
no modelo de fratura de tibia (BIRKLEIN; SCHLERETH, 2015). Mesmo com suas
desvantagens, os modelos utilizados até entdo colaboraram para que a fisiopatologia da
SDRC fosse elucidada. No entanto, se faz necessario estudos que possibilitem
comparagdes entre os modelos disponiveis de SDRC-I ou SDRC-II, validade, vantagens
e desvantagens de cada um.

Muitas alteragcbes da SDRC sao relacionadas ao SNC e a respostas
comportamentais complexas, que ndo podem ser exploradas em roedores. Como por
exemplo, a classificacdo da dor nociplastica que ndo pode ser diretamente aplicada a
modelos animais, ja que por definigdo a indugdo do modelo esta alterando a atividade
dos nociceptores ou causando um dano ao sistema nervoso somatossensorial (SADLER;
MOGIL; STUCKY, 2021). Apesar da indugdo do modelo envolver a hipersensibilizagao
dos tecidos, ndo esta claro quanto ha de associagao entre o sofrimento e incapacidade
funcional do animal que possam contribuir na estabilizagdo do quadro de dor crénica
(SADLER; MOGIL; STUCKY, 2021). Assim, a grande maioria da literatura cientifica
desse topico se concentrou na fisiopatologia periférica e nas respostas comportamentais
simples.

Testes operantes, aqueles em que o animal escolhe evitar ou escapar de um
estimulo aversivo, estdo sendo cada vez mais utilizados como medidas de resultado
abrangendo as dimensdes afetivas e cognitivas da dor (EWAN; MARTIN, 2013). Na
SDRC, alguns estudos avaliaram comportamentos ndo evocados relacionados a dor,
como escavacédo (DAS; KROIN; MORIC; MCCARTHY et al., 2020), comportamento
associado a dor espontanea ou a dor continua (DE PRA; ANTONIAZZI; FERRO; KUDSI
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et al., 2019), comportamentos estereotipados e nivel de atividade do animal (TAJERIAN;
LEU; YANG; HUANG et al., 2015). Outros também abordaram o teste de campo aberto
(MAZZARDO-MARTINS; SALM; WINKELMANN-DUARTE; FERREIRA et al., 2018;
NUCCI; MAZZARDO-MARTINS; STRAMOSK; BRETHANHA et al., 2012; TEKUS;
HAJNA; BORBELY; MARKOVICS et al., 2014). Os aspectos que envolvem a relagao da
funcdo locomotora com a dor espontanea e a exploracdo do ambiente com o aspecto
emocional da dor cronica s&o abordados no teste de campo aberto (KREMER; BECKER;
BARROT; YALCIN, 2021). Apesar dessas escolhas abordarem comportamentos nao
evocados, a abrangéncia dessas analises acaba sendo muito restrita a comportamentos
inerentes a dor em roedores que n&o sao passiveis de translagado para humanos. Com o
intuito de abranger os aspectos cognitivos-emocionais relacionados a dor, se faz
necessaria a aplicagao de testes que necessitem do processamento da dor em areas

corticais.
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2 JUSTIFICATIVA

A SDRC-I promove um quadro de alteragdes sensoriais, além de prejuizo das
funcdes autondbmicas e motoras, o que implica diretamente na capacidade de realizagao
das atividades de vida diaria e qualidade de vida dos individuos afetados. A ocorréncia
de SDRC apés cirurgia eletiva ou emergencial, por exemplo, pode complicar a
recuperagdo e gerenciamento pos-operatorio, aumentando a probabilidade de um
resultado desfavoravel e mais gastos em saude. Ha uma estimativa de que os gastos
com dor crdnica, seja para tratamento ou por perda de produtividade, seja entre 560 a
635 bilhdes de dolares por ano (COHEN; VASE; HOOTEN, 2021). A dor crénica aparece
como uma das principais causas de incapacidade fisica destes individuos e contribui
para o comprometimento das atividades sociais, familiares e profissionais. Sabe-se que
94,9% dos individuos com dor crbnica afastam-se do trabalho (KRELING et al., 2006) e
ainda, dados do Instituto Nacional do Seguro Social (INSS) brasileiro apontam que 20%
dos beneficios concedidos por afastamento do trabalho sdo destinados a pacientes com
dores crénicas (DATAPREYV, 2014). Um revisdo sistematica recente demonstrou uma
prevaléncia de 45,59% de dor crbnica no Brasil (AGUIAR, 2021). Além disso, sabe-se
gque nem todas as pessoas que tém dor crdnica tém suas vidas afetadas da mesma
maneira. Mulheres, individuos em cenarios socioecondmicos pobres e residentes em
areas rurais sdo mais afetados, caracteristicas muito comuns na realidade do nosso pais
(COHEN; VASE; HOOTEN, 2021). Assim, este € um problema de saude publica, com
um importante prejuizo socioeconémico.

No entanto, apesar do alto impacto para a saude dos individuos com SDRC, e da
grande parcela da sociedade afetada por quadros de dor crbnica, as causas e
tratamentos para a SDRC né&o estdo completamente elucidados. A apresentacgao clinica
da fase aguda da SDRC apoia a hipdtese de que o desenvolvimento desta condigao se
deve a uma resposta inflamatoria exagerada ao trauma. Entretanto, grande parte dos
tratamentos atuais € empregada com foco na diminuigdo dos sintomas e n&o nos alvos
de desenvolvimento da SDRC. Desta forma, a busca por estratégias terapéuticas com

foco no desenvolvimento inicial do processo inflamatoério é de extrema importancia.
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Ha um grande numero de evidéncias pré-clinicas explorando a SDRC, no entanto,
nao ha até o presente momento uma sintese dessas evidéncias, por meio de uma reviséo
de escopo, para mostrar os diferentes tipos de modelos, utilizados para exploragao da
SDRC. Com o fornecimento de uma sintese das pesquisas pré-clinicas e respectivas
lacunas existentes em determinadas areas, este estudo apresenta extrema relevancia,
tanto para auxiliar no direcionamento de futuras pesquisas pré-clinicas, auxiliar na
tomada de decisdo para translagdo em pesquisas clinicas, bem como na aplicagao dos
principios de reducao, substituicdo e refinamento em pesquisa com animais. Ja a
elucidagdo dos mecanismos associados as alteracbes comportamentais e bioquimicas
de um modelo experimental da SDRC, pode colaborar na elucidacdo da sua
fisiopatologia, como também, para o desenvolvimento de estratégias terapéuticas
adequadas, com possibilidade de translagdo para o ambiente clinico, além de contribuir

para o conhecimento dentro da grande area das Neurociéncias.
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3 OBJETIVO GERAL

Fornecer evidéncia a partir de uma revisdo de escopo sobre modelos animais da
SDRC e um estudo experimental pré-clinico sobre os mediadores da dor e inflamacao
em estruturas centrais e periféricas associadas ao desenvolvimento da SDRC-I.
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4 CAPITULOI

A SDRC leva a um quadro de dor crénica debilitante, com a presenca de sinais e
sintomas sensoriais, motores e troficos (BIRKLEIN; DRUMMOND; LI; SCHLERETH et
al., 2014). Apesar dos avancos significativos no entendimento da dor, atualmente ainda
nado ha causa identificada, nem etiologia fisiopatologica especifica para a SDRC
(KESSLER; YOO; CALISOFF, 2020). Também n&o ha teste de imagem, laboratorial,
genético ou eletrofisiolégico padrdo ouro para diagnéstico da SDRC (MESAROLI;
HUNDERT; BIRNIE; CAMPBELL et al., 2020). Isso implica diretamente em desafios ndo
apenas para diagnosticar, mas também para definir estratégias de tratamento dos
individuos que apresentam essa condigao debilitante.

Varios estudos tém demonstrado o envolvimento mutuo do sistema imunoldgico,
inflamagédo e SNC na SDRC, que hoje é considerada um disturbio neuroimune (DAVID
CLARK; TAWFIK; TAJERIAN; KINGERY, 2018). Alguns estudos modelam a
fisiopatologia da SDRC classificando como mecanismos periféricos ou centrais
(HALICKA; VITTERSY; PROULX; BULTITUDE, 2020; MARINUS; MOSELEY;
BIRKLEIN; BARON et al., 2011). Outros estudos também definem as alteragbes de
acordo com o decurso temporal e as caracteristicas apresentadas em fases aguda ou
cronica (KESSLER; YOO; CALISOFF, 2020). Este progresso veio especialmente de
estudos com animais. No entanto, um desafio significativo € a ampla gama de modelos
e diferentes parametros utilizados, tanto para induzir o modelo quanto para avaliar sinais
da SDRC.

Diferentes modelos animais para o estudo da dor, e especialmente da SDRC,
foram desenvolvidos nos ultimos anos. Os modelos abrangeram os sinais classicos da
SDRC, como também possiveis alteragdes bioldgicas. Um modelo animal da SDRC bem
delineado pode nao sé colaborar com o entendimento fisiopatoldgico da dor, como
também, no desenvolvimento de tratamento apropriado. Dessa forma, essa revisao de
escopo busca sumarizar as publicacdes de estudos pré-clinicos da SDRC e fornecer

possibilidades de reflexdo para o aprimoramento desta area de pesquisa.
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4.1 OBJETIVO ESPECIFICO

Desenvolver uma revisdo estruturada e abrangente dos modelos animais
utilizados para investigar a SDRC e categoriza-los com base nos objetivos,

caracteristicas dos animais, tipos de lesdo e medidas de resultados.

42 METODOS

4.2.1 Protocolo e registro

Esta revisdo de escopo foi relatada seguindo a extensao da ferramenta PRISMA-
ScR (do inglés, Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-Analyses
for Scoping Reviews) (TRICCO; LILLIE; ZARIN; O'BRIEN et al., 2018). O protocolo de
revisao foi desenvolvido de acordo com as diretrizes SYRCLE (do inglés, Systematic
Review Center for Laboratory Animal Experimentation (DE VRIES; HOOIJMANS;
LANGENDAM; VAN LUIJK et al., 2015) e adaptado para abordagem metodologica de
revisdo de escopo proposta pelo Instituo Joanna Briggs (PETERS; GODFREY; KHALIL;
MCINERNEY et al., 2015). O protocolo foi publicado para acesso gratuito em junho de
2019 no PROSPERO (CRD42019138839) (Apéndice A) e no SyRF (do inglés,
Systematic Reviews Facility) (http://syrf.org.uk/protocols/) (Apéndice B) com a ultima
atualizacao feita em abril de 2021.

4.2.2 Critérios de elegibilidade

Os critérios de elegibilidade foram desenvolvidos considerando a questédo
norteadora desta revisao: Quais sao os modelos animais utilizados para mimetizar a
SDRC? Os critérios de inclusdo consistiram em todos os estudos pré-clinicos (i)
desenvolvidos para induzir as caracteristicas experimentais da SDRC, ou assumidas
pelos autores como tal; (ii) que apresentassem um grupo controle; (iii) que realizassem

avaliagdo comportamental relacionada a nocicepg¢ao, temperatura, edema ou funcgao,
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bem como avaliagcdo do componente bioquimico; (iv) publicados em qualquer idioma e
em qualquer data. Os critérios de exclusdo compreenderam: (i) estudos pré-clinicos que
nao desenvolvam as caracteristicas de SDRC, modelos ex vivo, in vitro e in silico, bem
como estudos em humanos; (ii) todos os procedimentos para induzir caracteristicas, mas
nao assumido como SDRC; (iii) estudos clinicos, revisdes, estudos de caso, estudos

cross-over, ou estudos pré-clinicos sem grupo controle.

4.2.3 Fontes de informacgao e busca

A busca eletrbnica foi realizada nas bases de dados Medline (PubMed) e
ScienceDirect. As buscas foram realizadas em setembro de 2019 e uma atualizagéo foi
realizada em setembro de 2021. A estratégia de busca completa € baseada em dois
componentes chave: “Complex Regional Pain Syndrome” e “Animal Models”, testados e
refinados pela equipe de pesquisa. Nao foram aplicados filtros em nenhuma base de
dados considerando tipo de publicagao, idioma ou ano. A equipe de pesquisa verificou
as listas de referéncias de estudos para verificar possiveis estudos elegiveis adicionais
que nao foram encontrados pela estratégia de busca. A estratégia de busca completa
pode ser verificada no Apéndice C.

4.2.4 Selegao das fontes de evidéncia

As buscas foram realizadas por um revisor. O titulo e resumo dos estudos
encontrados na busca foram avaliados por dois revisores para inclusdo dos estudos
relevantes. Ambos os revisores foram cegos quantos os autores, periodicos e resultados
dos estudos. Em sequéncia, os revisores tiveram acesso ao texto completo dos estudos
incluidos pelo titulo e resumo, avaliando quanto aos critérios de elegibilidade.
Discordancias e discrepancias foram resolvidas por consenso apds discussao com um

terceiro revisor.

4.2.5 Processo de coleta e organizagao de dados
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O grupo de pesquisadores determinou os dados relevantes a serem extraidos dos
estudos. Uma tabela foi utilizada para extrair dados dos estudos incluidos para avaliagcéo
sintese de evidéncias. As informacdes extraidas incluiram: nome do primeiro autor, ano
e perioddico de publicag&o, objetivo principal do estudo, caracteristicas do modelo animal
(linhagem, sexo, idade, peso), caracteristicas de indu¢do da SDRC, avaliagbes
comportamentais e bioquimicas e outras caracteristicas relevantes. Os dados ausentes

foram solicitados aos autores dos estudos.

4.2.6 Avaliagao critica da evidéncia

O risco de viés dos estudos incluidos foi avaliado pela ferramenta de risco de viés
do SYRCLE (HOOIJMANS; ROVERS; DE VRIES; LEENAARS et al., 2014) por dois
revisores. Discordancias e discrepancias foram resolvidas por um terceiro revisor. O
simbolo “+” foi usado para indicar que o critério foi descrito no estudo e implicava baixo
risco de viés, “-” foi usado para indicar que o critério ndo foi descrito no estudo e implicava
alto risco de viés e “?” foi usado para indicar que a descri¢cio foi pouco clara no estudo e
implicava um risco pouco claro de viés. Para fins desta revisdo de escopo, nao
classificamos a qualidade dos estudos. A diretriz ARRIVE (do inglés, Animal Research:
Reporting of In Vivo Experiments) foi usada para avaliar a qualidade descritiva dos
estudos incluidos nesta revisao. Dois revisores avaliaram a qualidade dos relatorios e
quaisquer discordancias ou discrepancias foram resolvidas por um terceiro revisor. Cada
item ARRIVE foi graduado em trés niveis descritivos, e os itens descritos na integra foram

expressos em frequéncia relativa.

4.2.7 Sintese de resultados

A sintese dos dados foi realizada de acordo com: (i) analise numeérica basica sobre
o numero de estudos e ano de publicagdo; (ii) resumo dos achados por modelos animais
e de tipos de indugao; (iii) resumo dos achados por medidas de resultados e (iv) sintese

narrativa dos achados para facilitar futuros direcionamentos experimentais.
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4.3 RESULTADOS

A busca na base de dados resultou na identificacdo de 256 estudos e 2 estudos
foram adicionados por serem identificados em outras fontes (Figura 3). Apds a retirada
dos estudos duplicados, 235 estudos tiveram seus titulos e resumos analisados na fase
de triagem e 130 foram considerados relevantes para a fase de elegibilidade. Na fase de
elegibilidade, 37 estudos foram excluidos por ndo preencherem os critérios de inclusdo
e 93 estudos foram incluidos para sintese qualitativa nesta revisdo. A lista completa de

estudos incluidos na fase de elegibilidade pode ser encontrada no Apéndice D.

Figura 3 — Fluxograma de busca.
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Fonte: Elaborada pela autora deste trabalho.

Os estudos incluidos nesta revisao foram publicados entre 1978 e 2021. Mais da
metade (71,4%, 65 estudos) foram publicados na ultima década (Figura 4A). O maior
registro de publicagdo foi em 2014 e 2020 (12,1%, 11 e 10 estudos em cada ano,

respectivamente). Os 93 estudos foram publicados em 43 periddicos diferentes (Figura
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4B). Pain e The Journal of Pain sao os peridodicos com maior numero de publicacdes,
respectivamente com 22% (20 estudos) e 7,7% (7 estudos).



Figura 4 — Publicagbes por ano e por periodico.
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Legenda: (A) Numero de publicagbes ao longo dos anos e (B) Numero de publicagdes por periddico dos
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Entre a literatura revisada neste estudo, a SDRC foi explorada para diferentes
objetivos, em diferentes espécies, linhagens e caracteristicas animais, bem como quanto
ao modelo de inducdo. Essas informacgdes estdo disponiveis na Tabela 2. Dos 93
estudos preé-clinicos incluidos nesta revisdo, 58% (54 estudos) apresentaram seus
principais objetivos relacionado a investigagdo dos modelos de SDRC e suas alteragdes
fisiologicas (Figura 5A). As intervencgdes farmacologicas foram o segundo objetivo mais
explorado, com 28% (26 estudos) e as intervengdes fisioterapéuticas foram o terceiro
com 7,5% (7 estudos). Para explorar esses objetivos, a maioria dos autores utilizou um
n por grupo entre 5 a 8 animais (68%, 63 estudos) (Figura 5B). Considerando que os
modelos traumaticos apresentam lesdo nervosa e mimetizam a SDRC-II, e os modelos
nao traumaticos ndo apresentam lesdo nervosa e mimetizam a SDRC-I, 10% dos
estudos utilizaram a indugcdo da SDRC-II (11 estudos), enquanto 90% exploraram a
inducdo da SDRC-I (84 estudos) (Figura 5C). Dentre os modelos com les&o nervosa,
(trés tipos diferentes de indugao), a lesdo do nervo isquiatico € o mais utilizado (64%, 7
estudos) (Figura 5D). Embora mais modelos de indug&o sejam explorados para modelos
da SDRC-I (dez tipos diferentes de indu¢do), dentre os estudos que utilizaram modelos
sem lesdo nervosa, o modelo de isquemia/reperfusdo da pata é o predominante (53,5%,
45 estudos) (Figura 5E). Apenas dois estudos usaram dois modelos de inducdo
diferentes em um mesmo estudo. Gradl et al. (2006) utilizaram a les&o do nervo isquiatico
como modelo de SDRC-II e trauma tecidual na regido da tibia como modelo de SDRC-I.
Ja Guo et al. (2014) utilizaram dois diferentes tipos de inducado de SDRC-I, a fratura da

tibia com imobilizagdo e somente imobilizagéo.
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OBJETIVO

Fisioterapia
Modelo
Fisioterapia

Modelo

Modelo /
Farmacologia

Modelo
Farmacologia
Modelo
Farmacologia
Modelo

Modelo

Modelo

Modelo

Farmacologia
Modelo
Néo Descrito

Farmacologia

Espécie
Camundongos
Ratos
Camundongos
Ratos
Ratos
Camundongos
Camundongos
Ratos
Camundongos
Ratos

Ratos

Ratos

Ratos

Camundongos
Camundongos
Ratos

Ratos

CARACTERISTICAS DOS ANIMAIS

Linhagem

Swiss
Lewis

Swiss

Sprague-
Dawley
Long
Evans

C57/BL6J

C57/BL6J

Long
Evans

C57/BL6J

Sprague-
Dawley
Sprague-
Dawley
Sprague-
Dawley

Wistar

C57BL6

Swiss

Sprague-
Dawley
Sprague-
Dawley

Sexo

Macho
Macho
Nao
descrito
Macho
Macho
Macho
Macho

Macho

Macho e
Fémea

Macho

Macho

Macho
Nao
descrito

Female

Macho e
Fémea

Macho

Macho

Idade

8 semanas
Nao
descrito
Nao
descrito
8-10
semanas
Nao
descrito
10-11
semanas
10
semanas
Nao
descrito
Nao
descrito
Nao
descrito
Nao
descrito

9 Meses

6-8
semanas

6 semanas

8-16
semanas
Nao
descrito
Nao
descrito

Peso
40-50g
2509
40-65g
300-320g
275-3259
259
20g
275-300g
20-30g
350-450g

210-270g
Nao
descrito
Nao
descrito
Nao
descrito
40-60g
225-250g

225-250g

Tabela 2 — Objetivo e caracteristicas dos animais utilizados em modelos da SDRC.
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MODELO DE SDRC

Tipo Il

Lesao do nervo
isquiatico

Lesao do nervo
isquiatico

Lesao do nervo
isquiatico

Tipo |

Isquemia/Reperfusao
da pata

Isquemia/Reperfusao
da pata
Isquemia/Reperfuséo
da pata
Isquemia/Reperfusao
da pata
Fratura da Tibia com
imobilizagcao
Fratura da Tibia com
imobilizagcao
Isquemia/Reperfuséo
da pata
Isquemia/Reperfusao
da pata
Injecao de cristais na
pata
Isquemia/Reperfusao
da pata

Fratura da Tibia com
imobilizagcao

Injecéo de IgG

Isquemia/Reperfusao
da pata
Trauma tecidual na
regido da tibia
Cateterismo na artéria
femoral
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Tabela 2 — Objetivo e caracteristicas dos animais utilizados em modelos da SDRC.

OBJETIVO

Modelo

Farmacologia

Modelo

Modelo
Modelo
Farmacologia
Modelo
Modelo

Farmacologia

Modelo

Nao descrito

Farmacologia
Modelo
Modelo

Fisioterapia

Né&o descrito

Nao descrito

Espécie
Ratos

Ratos

Ratos

Camundongos
Camundongos
Camundongos
Ratos
Camundongos

Ratos

Camundongos

Camundongos

Camundongos
Ratos
Ratos
Ratos
Ratos

Ratos

CARACTERISTICAS DOS ANIMAIS

Linhagem

Sprague-
Dawley

Sprague-
Dawley

Sprague-
Dawley

C57BL6
C57BL6

C57BL6

Sprague-
Dawley

C57BL6

Sprague-
Dawley

C57/BL6J

Swiss CD1

Swiss

Sprague-
Dawley
Sprague-
Dawley
Sprague-
Dawley
Sprague-
Dawley
Sprague-
Dawley

Sexo

Macho

Macho

Macho

Fémea
Macho
Macho
Macho
Fémea

Macho

Macho

Macho

Macho
Macho
Macho
Macho
Macho

Macho

Idade

10 Meses

10 Meses

9 Meses

12
semanas
12
semanas
12
semanas
Nao
descrito
Nao
descrito
8-9
semanas
Nao
descrito

8 semanas

7-8
semanas
8-10
semanas
8-10
semanas
8-10
semanas
Nao
descrito
Nao
descrito

Peso
Nao
descrito
Nao
descrito
Nao
descrito
Nao
descrito
Nao
descrito
Nao
descrito
280-320g
Nao
descrito
200-250g
Nao
descrito
Nao
descrito
25-30g
300-320g
280-320g
300-320g
200-250g

280-300g

MODELO DE SDRC
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Tipo Il

Tipo |

Fratura da Tibia com
imobilizagcao
Fratura da Tibia com
imobilizagcao
Fratura da Tibia com
imobilizagéo ou
Imobilizagéao
Fratura da Tibia com
imobilizagcao
Fratura da Tibia com
imobilizagcao
Fratura da Tibia com
imobilizagcao
Isquemia/Reperfuséo
da pata
Incisdo plantar +
Injecdo de 1gG*
Isquemia/Reperfuséo
da pata

Fratura da Tibia com
imobilizagcéao
Isquemia/Reperfuséo
da pata

Isquemia/Reperfusdo
da pata
Isquemia/Reperfuséo
da pata
Isquemia/Reperfusao
da pata
Isquemia/Reperfuséo
da pata
Isquemia/Reperfusao
da pata
Isquemia/Reperfuséo
da pata
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Tabela 2 — Objetivo e caracteristicas dos animais utilizados em modelos da SDRC.

OBJETIVO

Farmacologia

Modelo

Modelo

Modelo

Modelo
Modelo
Farmacologia
Modelo
Modelo

Farmacologia

Farmacologia

Farmacologia

Modelo

Nao descrito

Nao descrito

Modelo

Espécie
Ratos

Ratos
Ratos

Ratos

Ratos
Ratos
Ratos
Ratos
Ratoss

Ratos

Camundongos
Camundongos
Ratos
Ratos
Ratos

Camundongos

Linhagem

Sprague-
Dawley
Sprague-
Dawley

Sprague-
Dawley

Not
described

Wistar

Sprague-
Dawley
Sprague-
Dawley
Sprague-
Dawley
Néo
descrito
Sprague-
Dawley

C57/BL6J

C57/BL6J
Sprague-
Dawley

Sprague-
Dawley

Sprague-
Dawley

C57/BL6J

Sexo

Macho

Macho

Macho

Nao
descrito

Macho
Macho
Macho

Macho
Nao
descrito
Macho

Macho

Macho

Macho

Macho

Macho

Macho

CARACTERISTICAS DOS ANIMAIS

Idade
Nao
descrito

8 semanas

10 Meses

Nao
descrito
4-8
semanas
Nao
descrito
Nao
descrito
Nao
descrito
Nao
descrito
Nao
descrito
12-14
semanas
Nao
descrito

9 Meses

9 Meses

9 Meses

8-12
semanas

Peso

300-350g
Nao
descrito
Nao
descrito
Nao
descrito

200-250g
200-250g
280-320g
280-320g
Nao
descrito
225-250g

Nao
descrito

25-30g
Nao
descrito
480-520g
480-520g

25-30g
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MODELO DE SDRC

Tipo Il

Transecgao do nervo
isquiatico

Transecgao do nervo
isquiatico

Lesao do nervo tibial

Tipo |

Injecéo de capsaicina
na pata

Fratura da Tibia com
imobilizagcao
Isquemia/Reperfusao
da pata

Isquemia/Reperfusao
da pata
Isquemia/Reperfuséo
da pata
Isquemia/reperfusao
da pata
Isquemia/Reperfuséo
da pata

Fratura da Tibia com
imobilizagcao
Isquemia/Reperfuséo
da pata
Fratura da Tibia com
imobilizagcao
Fratura da Tibia com
imobilizagcao
Fratura da Tibia com
imobilizagcao
Fratura da Tibia com
imobilizagcao
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Nie et al. (2021)
Nucci et al. (2012)

Ota et al. (2014)

Ragavendran et al.(2013)

Ragavendran et al.(2014)

OBJETIVO

Modelo

Modelo

Modelo
Farmacologia
Fisiotterapia
Farmacologia
Fisioterapia
Modelo
Procedimento

Modelo

Modelo
Modelo
Modelo
Modelo
Farmacologia
Modelo
Farmacologia

Farmacologia

Espécie

Ratos

Camundongos

Camundongos
Ratos
Camundongos
Camundongos

Camundongos
Camundongos
Ratos
Ratos

Ratos
Ratos
Ratos
Ratos
Camundongos
Ratos
Ratos

Ratos

CARACTERISTICAS DOS ANIMAIS

Linhagem

Sprague-
Dawley

C57BL6

C57BL6

Sprague-
Dawley

Swiss
Swiss

Swiss

Swiss

Sprague-
Dawley

Wistar

Sprague-
Dawley
Sprague-
Dawley
Sprague-
Dawley
Sprague-
Dawley

Swiss

Wistar

Long
Evans
Long
Evans

Sexo

Macho

Macho

Macho
Macho
Macho
Macho

Fémea

Macho

Macho

Macho

Macho
Macho
Macho
Macho
Macho
Macho
Macho

Macho

Idade

9 Meses

12
semanas
8-12
semanas
Nao
descrito

8 semanas

8 semanas

8 semanas

8 semanas
Nao
descrito

8-10
semanas

8 semanas

8 semanas

8 semanas
Nao
descrito
8 semanas

10
semanas
Nao
descrito
Nao
descrito

Peso
480-520g

25-30g
Nao
descrito
270-300g
25-35¢g
25-35¢g
25-35-g

Nao
descrito

200-250g
180-250g

200-250g
200-250g
200-250g
300-320g
25-35-g
350g
225-250g

275-300g

Tabela 2 — Objetivo e caracteristicas dos animais utilizados em modelos da SDRC.
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MODELO DE SDRC

Tipo Il

Lesao do nervo
isquiatico

Lesao do nervo
isquiatico

Tipo |

Fratura da Tibia com
imobilizacéao
Fratura da Tibia com
imobilizagcao
Fratura da Tibia com
imobilizagcao
Isquemia/Reperfuséo
da pata
Isquemia/Reperfusao
da pata
Isquemia/Reperfuséo
da pata
Isquemia/Reperfusao
da pata

Isquemia/Reperfuséo
da pata

Isquemia/reperfusédo
da artéria femoral

Isquemia/Reperfusao
da pata
Isquemia/Reperfuséo
da pata
Isquemia/Reperfusao
da pata
Isquemia/Reperfuséo
da pata
Isquemia/Reperfusao
da pata

Isquemia/Reperfusao
da pata
Isquemia/Reperfuséo
da pata
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Tabela 2 — Objetivo e caracteristicas dos animais utilizados em modelos da SDRC.

OBJETIVO

Modelo

Modelo

Modelo

Farmacologia

Nao descrito

Modelo

Modelo

Fisioterapia

Modelo

Modelo

Fisioterapia

Modelo

Farmacologia

Modelo

Espécie
Ratos

Ratos

Ratos

Camundongos

Ratos

Camundongos

Ratos/Camund
ongos

Camundongos

Ratos

Ratos

Ratos

Camundongos

Camundongos

Camundongos

Linhagem
Sprague-
Dawley
Sprague-
Dawley

Sprague-
Dawley

Swiss

Long
Evans

C57/BL6

Sprague-
Dawley
/C57BL-6

C57/BL6J
Sabra

Sprague-
Dawley

Sprague-
Dawley
C57/BL6

C57/BL6

C57/B6

Sexo

Macho

Macho

Macho

Macho

Macho

Macho

Macho

Macho

Macho

Nao
descrito

Macho

Macho

Macho

Macho e
Fémea

CARACTERISTICAS DOS ANIMAIS

Idade
Nao
descrito

10 Meses

10 Meses

12
semanas
Nao
descrito
Nao
descrito

9 Meses /
12
semanas

12
semanas
Nao
descrito
Nao
descrito
Nao
descrito
12-14
semanas

12-14
semanas

12-14
semanas

Peso
280-320g

Nao
descrito

480-520g
28-32g
250-450g

Nao
descrito

Nao
descrito

Nao
descrito

300-350g

200-250g

170-200g

Nao
descrito

Nao
descrito

Nao
descrito

MODELO DE SDRC

Tipo Il Tipo |
Isquemia/Reperfusao

da pata
Fratura da Tibia com
imobilizagcao
Fratura da Tibia com
imobilizacéao
Isquemia/Reperfuséo
da pata
Isquemia/Reperfusao
da pata

Isquemia/Reperfuséo
da pata

Fratura da Tibia com
imobilizagcéao
Fratura da Tibia com
imobilizagcao
Lesao do nervo
isquiatico

Lesao do nervo tibial

Lesao do nervo
isquiatico
Fratura da Tibia com
imobilizagcao

Fratura da Tibia com
imobilizagcéao

Fratura da Tibia com
imobilizagcao



AUTOR

Tajerian et al. (2017)

Tang et al. (2017)

Tékus et al. (2014)

Wei et al. (2009)

Wei et al. (2009) [2]

Wei et al. (2016)

Xanthos et al. (2008)

Xanthos et al. (2008) [2]

Xu et al. (2020)
Yeo et al. (2017)

Yeo et al. (2018)

Tabela 2 — Objetivo e caracteristicas dos animais utilizados em modelos da SDRC.

OBJETIVO

Modelo

Modelo

Modelo

Modelo

Farmacologia

Modelo

Farmacologia
Farmacologia
Modelo
Farmacologia

Farmacologia

Espécie
Camundongos

Camundongos

Camundongos

Ratos

Ratos

Ratos

Ratos
Ratos
Ratos
Ratos

Ratos

Fonte: Elaborada pela autora deste trabalho.

CARACTERISTICAS DOS ANIMAIS

Linhagem
C57BL/6

C57BL/6

C57BL/6

Sprague-
Dawley

Sprague-
Dawley

Sprague-
Dawley
Long
Evans
Long
Evans
Sprague-
Dawley
Sprague-
Dawley
Sprague-
Dawley

Sexo

Macho

Macho e
fémea

Fémea

Macho

Macho

Macho

Macho
Macho
Macho
Macho

Macho

Idade

12-14
semanas
Nao
descrito
8-10
semanas

10 Meses

10 Meses

9 Meses

Nao
descrito
Nao
descrito
6-7
semanas
Nao
descrito
Nao
descrito

Peso

Nao
descrito

28-30g

18-23g

Nao
descrito

480-520g

Nao
descrito

275-325g
275-325g
200-220g
320-340g

320-340g

Legenda: IgG*, imunoglogulina G de individuos com SDRC.

MODELO DE SDRC
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Tipo Il

Tipo |

Fratura da Tibia com
imobilizagcao
Isquemia/Reperfuséo
da pata

Incisdo plantar

Fratura da Tibia com
imobilizacao
Fratura da Tibia com
imobilizacao
Fratura da Tibia com
imobilizagcao
Isquemia/Reperfusao
da pata
Isquemia/Reperfuséo
da pata
Isquemia/Reperfusao
da pata
Isquemia/Reperfuséo
da pata
Isquemia/Reperfusao
da pata



Figura 5 — Objetivos, numero de animais por grupo e modelos de indu¢do da SDRC

utilizados nos estudos incluidos na revisao.
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A OBJETIVO

Néo descrito
%

Fisioterapia
%

Procedimentos
1%

Modelo
57%

Farmacologial
28%

C MODELOS DE SDRC

Tipo Il
12%

Tipo |
88%

B N POR GRUPO
Nao descrito 1a4
12 ou mais 4% 4%

8%

9a12
16%
D MODELOS SDRCHII
Leséo do nervo tibial B

Transecgéao do nervo isquidtico

Lesdo no nervo isquidtico

0 1 2 3
TOTAL DE PUBLICACOES

E MODELOS SDRC-I

Incisao plantar
Isquemialreperfuséo da artéria femoral
Injegdo de capsaicina

-
»

L ]
Imobilizagdo =
Trauma tecidual na regido da tibia =
Cateterismo na artéria femoral »
Injegéo de cristais na pata =
Injeg@o de IgG IP =

4 5 6 7

Isquemia/reperfusdo da pata
Fratura de tibia com imobilizagao o

0 10 20 30 40
TOTAL DE PUBLICACOES

8

50

Fonte: Elaborada pela autora deste trabalho.
Legenda: (A) Frequéncia de objetivo principal de estudos incluidos; (B) nimero de animais por grupo
utilizado; (C) modelo de SDRC classificado em traumatico ou nao traumatico, (D) numero de publicagdes
para cada tipo de modelo traumatico ou (E) modelo ndo traumatico. SDRC, Sindrome da Dor Regional
Complexa; IP, intraperitoneal; IgG, imunoglobulina G.

Entre as espécies animais que foram utilizadas nos estudos incluidos nesta
revisao, 60 estudos utilizaram ratos (64%) e 34 estudos utilizaram camundongos (36%)

(Figura 6A). Shi et al. (2015) foi o unico estudo a explorar o modelo da SDRC em duas
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espécies diferentes, ratos e camundongos. As linhagens escolhidas para ratos incluiram
Sabra, Wistar, Lewis, Long Evans e a mais comum dentre estas, Sprague Dawley (76 %,
45 estudos) (Figura 6B). Entre os 34 estudos que utilizaram camundongos, C57BL6 e
Swiss foram as linhagens com 67% (23 estudos) e 33% (11 estudos) utilizadas,
respectivamente (Figura 6C). A maioria dos estudos utilizou animais machos para
explorar os modelos da SDRC (89%, 83 estudos), sendo que apenas 9% (8 estudos)
utilizaram fémeas (Figura 6D). Apenas trés estudos (DE PRA; ANTONIAZZI; FERRO;
KUDSI et al., 2019; GONCALVES; VIEIRA; GONCALVES; SIMOES et al., 2021;
TAJERIAN, MARAL; SAHBAIE, PEYMAN; SUN, YUAN; LEU, DAVID et al., 2015)
exploraram modelos animais da SDRC em machos e fémeas. A idade mais relatada nos
estudos foi de 5-8 semanas (24%, 23 estudos), apesar de a maioria dos estudos nao
descrever a idade dos animais (43%, 38 estudos) (Figura 6E). Da mesma forma, o peso
dos animais também nao foi descrito na maioria dos estudos (39%, 36 estudos), no
entanto, naqueles que relataram, a faixa de peso mais citada foi de 200 a 300g (30%, 27
estudos) (Figura 6F).
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Figura 6 — Espécies, linhagens, sexo, idade e peso dos animais utilizados para estudo
da SDRC.

A ESPECIES B LINHAGENS DE RATOS

Néo descrito ==

Sabra =
Camundongo

36% Wistar o

Sprague Dawley
Long Evans ]

Lewis =

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
TOTAL DE PUBLICAGOES
C LINHAGENS DE CAMUNDONGOS
Rato C57BL6
64%
Swiss
0 5 10 15 20 25

TOTAL DE PUBLICAGOES

D SEXO E IDADE F PESO

N&o descrito 5-8 15.';"149

semanas
Nao 25%
descrito
40%

25-50g
14%

Fémea
8% Néo
descrito

39% 100-200g

2%

4 200-30
el 400-500g 2%
semanas 1%

19%

.

Macho
B7% 7% 9% 12%

10 meses 9 meses 300-400g

Fonte: Elaborada pela autora deste trabalho.
Legenda: (A) Frequéncia de espécie de animal utilizada; (B) numero de publicagdes com cada linhagem
de camundongo; (C) niumero de publicagdes com cada linhagem de rato; frequéncia de (D) sexo (E)
idade em semanas ou meses e (F) peso em gramas.

As avaliagbes comportamentais foram classificadas entre os sinais classicos da
SDRC: nocicepgao, edema, temperatura, funcdo ou outros e podem ser conferidos de
forma integral na Tabela 3. Apenas quatro estudos dos 93 incluidos nesta revisdo (4%)
nao aplicaram nenhuma avaliagdo comportamental (BULLENS; DAEMEN; FRELING;
KITSLAAR et al., 1998; DRUMMOND; DRUMMOND; DAWSON; MITCHELL et al., 2014;
TAJERIAN, MARAL; HUNG, VICTOR; KHAN, HAMDA; LAHEY, LAUREN J. et al., 2017;
WEI; LI; GUO; ZHAO et al., 2009) (Figura 7A). A nocicepgdo mecanica foi avaliada em
93,5% dos estudos (87 estudos), utilizando um ou mais testes para essa finalidade.
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Edema e perda de fungdo sao, respectivamente, o segundo e o terceiro sinais mais
avaliados, em 46% (43 estudos) e 38% (35 estudos) dos estudos. As avaliagdes
bioldgicas incluiram qualquer tipo de analise das estruturas bioldgicas do animal. A
avaliagao biologica mais frequente foi referente a analises bioquimicas, presentes em 54
estudos (57%), incluindo testes de imunoensaio enzimatico, Western Blotting e reagéo
em cadeia da polimerase (do inglés, polimerase chain reaction, PCR (Figura 7B).
Avaliagbes histologicas como coloragdo e marcagao, e imunoistoquimica também foram
exploradas em 23% (22 estudos) e 18% (17 estudos) dos estudos, respectivamente.
Com relagao as avaliagbes neurofisioldgicas, apenas Hirsch et al. (2017) e Muthuraman
et al. (2010) exploraram aspectos de condugéo neuronal, representando apenas 2,2%
dos estudos incluidos nesta reviséo (Figura 7C). O uso de avaliagdes de imagem ocorreu
em 9 estudos. Dentre as técnicas estavam presentes radiografia em 4% (4 estudos) e

tomografia computadorizada em 5% (5 estudos) (Figura 7D).



AUTOR

Belmonte et al. (2018)

Bullens et al. (1998)

Canever et al. (2021)

Chen et al. (2020)

Coderre et al. (2004)

Cropper et al. (2019)

Das et al. (2020)

De Mos et al. (2009)

De Pra et al. (2019)

Tabela 3 — Avaliagdes utilizadas para verificar os sinais classicos da SDRC.

SINAIS

Nocicepcao mecanica: von Frey

Nocicepcao mecanica: von Frey
Nocicepcao térmica ao calor: Hargreaves
Hiperemia: camera termografica

Edema: micrémetro digital
Funcéo: indice funcional do isquiatico
Nocicepcao mecénica: von Frey

Edema: micrémetro digital
Nocicepgao mecénica: von Frey; picada de
alfinete
Nocicepgao térmica ao frio: teste da acetona
Nocicepcao térmica ao calor: Hargreaves
Hiperemia: sensor de temperatura
Nocicepcao mecénica: von Frey

Hiperemia: sensor de temperatura
Edema: sensor laser
Funcéo: dispositivo de incapacidade
Nocicepcao mecanica: von Frey
Edema: micrémetro manual
Outros: atividade de escavar
Nocicepcao mecénica: von Frey
Nocicepgao térmica ao frio: teste da acetona
Nocicepcao mecanica: von Frey
Nocicepgao térmica ao frio: teste da acetona
Hiperemia: termométro infra-vermelho
Edema: micrémetro digital
Funcgao: Rotarod

MEDIDAS DE AVALIAGAO
BIOLOGICAS

Analises bioquimicas: TNF, IL-1pB, IL-6, IL-10, MDA,
proteinas carboniladas, SOD, CAT, ERK1/2 e AKT1/2/3 na
medula espinal
Coloragéo e marcagio: colinesterase axonal no nervo
isquiatico

Analises bioquimicas: IL-13, NLRP3, CASPASE-1 e genes
na medula espinal
Imunofluorescéncia: GFAP e OX42 na medula espinal

Coloragéo e marcagéo: mastocitos no nervo tibial

Coloragéo e marcacao: radioatividade gama no sangue,
medula espinal e encéfalo; CD11b e TSPO na medula
espinal
Imunoistoquimica: CD11-b, TSPO, GFAP, CD3 na medula
espinal

Imunoistoquimica: AMPKa, mTOR, RS6, EIF2a na medula
espinal

Andlises bioquimicas: NFKB no musculo e na medula
espinal
Analises bioquimicas: lactato, NAGase e MPO na pele
Coloragéo e marcagio: células polimorfonucleares
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NEUROFISIOLOGIA
OU IMAGEM

TC: medula
espinal, tibia e
encéfalo



AUTOR

Denko & Petricevic
(1978)

Dong et al. (2015)

Drummond et al. (2014)

Drummond et al. (2014)
[2]
Goebel et al. (2011)

Gongalves et al. (2021)

Gradl et al. (2006)

Gradl et al. (2007)

Guo et al. (2004)

Guo et al. (2006)

Guo et al. (2014)
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Tabela 3 — Avaliagdes utilizadas para verificar os sinais classicos da SDRC.

SINAIS

Outros: comportamento associado a dor
continua, comportamento associado a dor
espontanea
Hiperemia: sensor de temperatura
Edema: ferramenta de preciséo dial
Nocicepcao mecanica: von Frey
Nocicepgao térmica ao frio: teste da acetona
Nocicepcao mecénica: von Frey
Hiperemia: sensor de temperature
Edema: sensor laser
Funcéo: dispositivo de incapacidade

Nocicepcao mecénica: von Frey
Nocicepgao térmica ao frio: placa fria
Nocicepcao térmica ao calor: Hargreaves
Funcgao: Rotarod
Nocicepcao mecanica: von Frey
Nocicepgao térmica ao frio: teste da acetona
Edema: micrémetro digital
Nocicepcao mecénica: von Frey
Nocicepgao térmica ao calor: placa quente/fria
Nocicepcao mecanica: von Frey
Nocicepgao térmica ao calor: placa quente/fria
Hiperemia: eletrodo de superficie
Edema: imersdo da pata em cilindro de agua
Nocicepcao mecénica: von Frey
Nocicepcao térmica ao calor: raio quente
Hiperemia: sensor de temperature
Edema: micrometro manual, sensor laser
Nocicepcao mecanica: von Frey
Hiperemia: sensor de temperatura
Edema: sensor laser
Funcéo: dispositivo de incapacidade
Nocicepcao mecénica: von Frey
Hiperemia: sensor de temperatura
Edema: sensor laser

MEDIDAS DE AVALIAGAO

NEUROFISIOLOGIA
OU IMAGEM

BIOLOGICAS

Analises vasculares: fluxo de sangue por ultrassom

Imunoistoquimica: GRK2 nos ganglios da medula espinal

Imunoistoquimica: CGRP, NF200, a1-AR no nervo
isquidtico e na pele

Imunoistoquimica: a1-AR, TUJ1, CGRP, NF200, MBP,
SMA no nervo isquiatico e na pele

Andlises bioquimicas: BK na medula espinal e pata

Coloragéo e marcagédo: NADH, leucdcitos e células
apoptadticas no musculo, nervo isquiatico e vasos
Coloragéo e marcagao: leucécitos no musculo e vasos

Coloragéo e marcacao: mastocitos na pele e musculo Radiografia: tibia

e fémur

Coloragéo e marcacado: mastocitos na pata Radiografia: tibia

e fémur

Imunoistoquimica: BrdU e c-Fos na pele e medula espinal



AUTOR

Guo et al. (2019)

Guo et al. (2020)

Guo et al. (2021)

Han et al. (2012)
Helyes et al. (2019)

Hewedy et al. (2018)

Hirsch et al. (2017)

Hsiao et al. (2016)
Hsiao et al. (2019)

Hu et al. (2019)

SINAIS

Funcéo: dispositivo de incapacidade
Nocicepcao mecanica: von Frey

Funcéo: dispositivo de incapacidade

Nocicepcao mecénica: von Frey
Hiperemia: sensor de temperatura
Edema: sensor laser

Funcéo: dispositivo de incapacidade
Nocicepcao mecanica: von Frey

Hiperemia: sensor de temperatura
Edema: sensor laser
Funcéo: dispositivo de incapacidade
Nocicepcao mecénica: von Frey
Nocicepcao mecanica: von Frey

Nocicepgcao mecénica: von Frey; picada de

alfinete

Nocicepgao térmica ao frio: teste da acetona

Nocicepcao mecanica: von Frey
Hiperemia: sensor de temperatura
Edema: sensor laser
Funcéo: dispositivo de incapacidade

Nocicepcao mecénica: von Frey
Nocicepcao mecanica: von Frey

Nocicepcao térmica ao calor: Hargreaves

Nocicepcao mecénica: von Frey

Nocicepcao térmica ao calor: Hargreaves

Hiperemia: termémetro retal
Edema: micrémetro digital
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Tabela 3 — Avaliagdes utilizadas para verificar os sinais classicos da SDRC.

MEDIDAS DE AVALIAGAO
BIOLOGICAS

Analises bioquimicas: substancia P, CGRP, TNF, IL-18, IL-
6, NGF na pele, nervo isquiatico e medula espinal
Analises bioquimicas: IL-13, IL-6, TNF, CCL-2, NGF,
substancia P, NK1, TACR1, CGRP, CALCA, CGRPb,
RAMP1, CALCRL, IgM na pele, nervo isquiatico e medula
espinal

NEUROFISIOLOGIA
OU IMAGEM

Andlises bioquimicas: IL-1, IL-6, MDA, 4-hidroxinonenal,
IgM na pele
Coloragéo e marcagao: linfonodos

Andlises bioquimicas: MDA e p-NR1 na medula espinal
Analises bioquimicas: NGF, TGF-8, MPO na pele
Imunofluorescéncia: IL-1a, IL-18, Iba1 no encéfalo
Imunoistoquimica: GFAP e Iba1 na medula espinal

Analises bioquimicas: MDA, GSH, TNF, IL-1B na pele

Condugéo:
atividade
neuronal dos
segmentos da
pata na medula
espinal
Analises bioquimicas: HIF-1a e IL-1 na pele

Analises bioquimicas: HIF-1a, IL-1B, caspase-1, NALP-3,
NFkB, IkB-a, TNF, ROS e MPO na pele e medula espinal

Andlises bioquimicas: TRPV-1 na medula espinal



AUTOR

Hu et al. (2020)

Hu et al. (2020b)

Joseph et al. (2015)

Kim et al. (2009)

Kingery et al. (2001)
Kingery et al. (2002)

Kingery et al. (2003)

Kingery et al. (2010)

Klafke et al. (2016)

Klein et al. (2012)
Kwak et al. (2011)

Kwak et al. (2014)
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Tabela 3 — Avaliagdes utilizadas para verificar os sinais classicos da SDRC.

SINAIS

Funcgao: Rotarod

Nocicepcao mecanica: von Frey
Nocicepcao térmica ao calor: Hargreaves
Edema: micrémetro digital

Outros: comportamentos evocados por
capsaicina
Nocicepgao mecanica: analgesimetro digital

Edema: micrémetro digital

Nocicepgao mecanica: analgesimetro digital

Nocicepcao mecénica: von Frey

Edema: micréometro manual, pletismografo

Nocicepcao mecénica: von Frey
Nocicepcao térmica ao calor: placa Peltier
Edema: micrémetro manual
Outros: comportamentos autonémicos
Nocicepcao mecanica: von Frey
Hiperemia: sensor de temperatura
Edema: micrémetro manual
Nocicepgao mecénica: ndo descrito
Hiperemia: n&o descrito
Edema: ndo descrito
Funcgao: nao descrito
Nocicepcao mecanica: von Frey
Nocicepgao térmica ao frio: teste da acetona
Nocicepcao térmica ao calor: Hargreaves
Edema: micrémetro digital
Nocicepcao mecénica: von Frey
Nocicepcao mecanica: von Frey

Nocicepcao mecénica: von Frey

MEDIDAS DE AVALIAGAO

NEUROFISIOLOGIA
OU IMAGEM

BIOLOGICAS

Imunofluorescéncia: TRPV-1, GFAP, OX42, NeuN na
medula espinal

Analises bioquimicas: CXCL 12, CXCR4, p-ERK, ERK na
medula espinal
Imunofluorescéncia: CXCL 12, CXCR4, GFAP, OX42,
cFOS, NeuN na medula espinal

Analises bioquimicas: CytC, SOD, p-NR1 no plasma e
medula espinal
Coloragéo e marcagéo: mastocitos na pele

Coloragéo e marcagéo: mastocitos na pele

Coloragéo e marcacédo: mastdcitos na pele Radiografia: tibia

e fémur
Coloragéo e marcagéo: mastocitos, NK1, CD3, queratina,

IL-18 na pele

Analises bioquimicas: lactato, albumina, TNF, NAGase,
MPO, 4-HNE, TRPA1 no soro, pele e medula espinal

Coloragéo e marcagio: nervo tibial
Andlises bioquimicas: MDA e p-NR1 na medula espinal

Andlises bioquimicas: pNR1 na medula espinal



AUTOR

Laferriere et al. (2008)

Laferriere et al. (2014)

Lee et al. (2020)

Lee et al. (2020) [2]
Li et al. (2009)

Li et al. (2012)

Li et al. (2013)

Li et al. (2014)

Li et al. (2015)

SINAIS

Nocicepcao mecénica: von Frey

Nocicepcao mecanica: von Frey

Nocicepcao mecénica: von Frey

Nocicepcao mecanica: von Frey
Nocicepcao mecénica: von Frey

Hiperemia: sensor de temperatura
Edema: sensor laser

Funcéo: dispositivo de incapacidade

Nocicepcao mecanica: von Frey
Hiperemia: sensor de temperature
Edema: sensor laser
Nocicepcao mecénica: von Frey
Hiperemia: sensor de temperatura
Edema: sensor laser
Funcéo: dispositivo de incapacidade
Nocicepcao mecanica: von Frey
Hiperemia: Sensor de temperatura

Edema: sensor laser
Funcéo: dispositivo de incapacidade
Nocicepcao mecénica: von Frey
Hiperemia: sensor de temperatura
Edema: sensor laser
Funcéo: dispositivo de incapacidade
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Tabela 3 — Avaliagdes utilizadas para verificar os sinais classicos da SDRC.

MEDIDAS DE AVALIAGAO

BIOLOGICAS NEUROFISIOLOGIA

OU IMAGEM
Analises bioquimicas: TNF, IL-6, IL-18 e NFkB no musculo
da pata

Analises vasculares: fluxo sanguineo por laser doppler na
pata

Coloragéo e marcagéo: neurdnio na pele e no musculo da
pata

Analises vasculares: fluxo sanguineo por laser doppler na
pata

Analises bioquimicas: GAPDH, IL-6, TNF, CCL2 na
medula espinal
Imunoistoquimica: GFAP na medula espinal

Imunofluorescéncia: GFAP na medula espinal

TC: fémur e
vértebra lombar

Imunoistoquimica: IL-138 e NGF na pele

Analises bioquimicas: calcio, fésforo, sédio, potassio,
cloreto, glicose, nitrogénio ureico, creatinina, albumina,
proteina total, colesterol, triglicerideos, HDL, fosfatase
alcalina, alanina fosfatase, aspartato transaminase,
glutamil transpeptidase, bilirrubina total, creatinina
fosfoquinase no soro

Coloragéo e marcagéo: mastocitos, queratindcitos,
glicoproteinas, receptores NK-1 na pele

Analises bioquimicas: IL-6, IL-1B3, TNF, NGF, 2AR, p-38,
p-ERK, p-JNK, NFkB, p-65 na pele

Analises bioquimicas: CD3, CD4, CD8, IL-18, IL-6, TNF,
NGF, C5B-9 no soro, pele e nervo isquiatico

Coloragéo e marcagéo: células B no baco, pele, tibia e
nervo isquiatico
Analises bioquimicas: CCL-2, MMP3, CD163, IL-6, CD68,
CSF1R na medula espinal
Imunoistoquimica: Iba1 e GFAP na medula espinal



AUTOR

Li et al. (2018)

Li et al. (2021)

Liman et al. (2015)

Martins et al. (2013)
Martins et al. (2015)

Mazzardo-Martins et al.
(2018)

Millecamps et al. (2010)

Muneshige et al. (2006)

Muthuraman et al. (2010)

Nahm et al. (2014)
Nahm et al. (2019)
Nahm et al. (2020)

SINAIS

Nocicepcao mecanica: von Frey

Funcéo: dispositivo de incapacidade

Nocicepcao mecénica: von Frey
Hiperemia: sensor de temperatura
Edema: sensor laser

Funcéo: dispositivo de incapacidade
Nocicepcao mecanica: von Frey
Nocicepcao térmica ao calor: raio de calor
Nocicepgao térmica ao frio: teste da acetona
Hiperemia: sensor de temperatura
Edema: micrémetro manual
Nocicepcao mecénica: von Frey
Nocicepcao mecanica: von Frey
Funcgao: Rotarod
Nocicepcao mecénica: von Frey
Nocicepgao térmica ao frio: teste da acetona
Hiperemia: camera termografica
Edema: micrémetro digital
Func&o: campo aberto
Nocicepcao mecanica: von Frey

Nocicepgao térmica ao frio: teste da acetona
Nocicepcao mecénica: von Frey
Nocicepcao térmica ao calor: Hargreaves
Nocicepgao mecanica: picada de alfinete;
movimento da cauda
Nocicepcao térmica ao calor: Hargreaves;
imersdo em agua quente

Nocicepcao mecénica: von Frey
Nocicepcao mecanica: von Frey
Nocicepcao mecénica: von Frey

Tabela 3 — Avaliagdes utilizadas para verificar os sinais classicos da SDRC.

MEDIDAS DE AVALIAGAO
BIOLOGICAS

Analises bioquimicas: IgM, CCL2, TNF, IL-4, GM-CSF na
pele, nervo isquiatico e medula espinal
Coloragao e marcagao: células de Langherans e CGRP na
pele
Analises vasculares: tamanho do linfonodo popliteo
Analises bioquimicas: IL-6 e IgM na pele e linfonodo
Imunofluorescéncia: células T e B no linfonodo popliteo
Imunoistoquimica: CD38, CD43, CD19, I1gG1, IgM, CD95,
CD11b, Gr1, TCRab, CD11c, CD3e, F4-80 no linfonodo
popliteo
Analises vasculares: tamanho do linfonodo popliteo
Andlises bioquimicas: TNF e IL-2 no soro

Andlises bioquimicas: rETb no musculo e medula espinal

Andlises bioquimicas: rETa e rETb na pele e musculo

Imunoistoquimica: rETa e rETb na pele

Andlises bioquimicas: nitrato, MDA, TNF e IL-10 no soro

Coloragéo e marcagio: densidade das fibras nervosas do
nervo isquiatico

Analises bioquimicas: expressdo de proteinas no encéfalo
Analises bioquimicas: NFkB no encéfalo
Analises bioquimicas: CaM e CaMK2 no encéfalo

77

NEUROFISIOLOGIA
OU IMAGEM

Condugéo:
estimulagao
sensorial e
motora do nervo
isquiatico



AUTOR

Nie et al. (2021)

Nucci et al. (2012)

Ota et al. (2014)

Ragavendran et al.
(2013)
Ragavendran et al.
(2014)

Ryu et al. (2010)
Sabsovich et al. (2008)

Sabsovich et al. (2008)
[2]

Santos et al. (2021)

Schiller et al. (2015)

Seo et al. (2020)

Shi et al. (2015)
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Tabela 3 — Avaliagdes utilizadas para verificar os sinais classicos da SDRC.

SINAIS

Nocicepcao mecanica: von Frey

Edema: micrémetro digital
Nocicepcao mecénica: von Frey
Nocicepgao térmica ao calor: placa quente/fria
Func&o: campo aberto
Nocicepcao mecénica: von Frey

Nocicepcao mecénica: von Frey

Nocicepcao mecanica: von Frey
Funcgao: Rotarod
Nocicepcao mecénica: von Frey
Nocicepcao mecanica: von Frey
Hiperemia: sensor de temperatura
Edema: sensor laser
Funcéo: dispositivo de incapacidade
Nocicepcao mecénica: von Frey
Hiperemia: sensor de temperatura
Edema: sensor laser
Funcgao: balanca
Nocicepcao mecanica: von Frey

Funcgao: Rotarod
Nocicepcao mecénica: von Frey
Nocicepcao térmica ao calor: Hargreaves
Nocicepcao mecanica: von Frey
Edema: micrémetro digital
Nocicepcao mecénica: von Frey

Hiperemia: Sensor de temperatura

Edema: sensor laser
Funcéo: dispositivo de incapacidade

MEDIDAS DE AVALIAGAO
BIOLOGICAS

Analises bioquimicas: GPR183, TLR8, TBX18, EGFR,
CXCL | 3, SLFN I, GLI2, STK32B, ASGR2, SMOC2, FCGR
I A, OSR2, SNED I, SIGLEG I, MYL |, MYOM2, CAPG,
Retsat na medula espinal
Imunofluorescéncia: ATF3 e NeuN na medula espinal

NEUROFISIOLOGIA
OU IMAGEM

Radiografia:
joelho

Analises bioquimicas: NGF, substancia P, CGRP, TNF, IL-
1B, IL-6, TGF- 1 no musculo

Imunoistoquimica: NGF no musculo

Analises vasculares: fluxo sanguineo por laser doppler na
pata

Andlises bioquimicas: pNR1 na medula espinal

Analises bioquimicas: TNF na pele e nervo isquitico TC: fémur e

vértebra lombar
Imunoistoquimica: Fos na medula espinal

TC: fémur e
vértebra lombar

Analises bioquimicas: NGF, CGRP, substancia P, TNF, IL-
1B, IL-6, IL-10 na pele, tibia e nervo isquiatico
Imunoistoquimica: Fos na medula espinal

Analises bioquimicas: NFkB, pNFkB, COX2, TNF, IL-18 no
musculo
Imunofluorescéncia: Fos no encéfalo

Imunofluorescéncia: TNF na medula espinal

Analises bioquimicas: TAC1, TACR1, CALCA, CALCB,
CALCRL, RAMP1, TNF, IL-1B, IL-6, NGF, CCL2, 188S,
substancia P, CGRP, TNF, IL-1, NK1, ERK1/2, pERK1/2
na medula espinal
Imunofluorescéncia: ERK, GFAP e Iba1 na medula espinal



AUTOR

Shi et al. (2018)

Shir & Seltzer (1991)

Siegel et al. (2007)

Somers & Clemente
(2006)

Tajerian et al. (2014)

Tajerian et al. (2015)

Tajerian et al. (2015) [2]

Tajerian et al. (2017)

Tang et al. (2017)

Tékus et al. (2014)

79

Tabela 3 — Avaliagdes utilizadas para verificar os sinais classicos da SDRC.

SINAIS

Nocicepcao mecanica: von Frey
Hiperemia: sensor de temperatura
Edema: sensor laser
Funcéo: balanga; campo aberto
Outros: zero maze, teste de reconhecimento de
objeto
Nocicepcao mecénica: von Frey
Nocicepgao térmica ao calor: raio infravermelho;
laser CO2
Nocicepcao mecanica: von Frey
Nocicepgao térmica ao frio: teste da acetona
Edema: micrémetro digital
Funcéo: posicao da pata
Nocicepcao mecénica: von Frey
Nocicepcao térmica ao calor: Hargreaves
Nocicepcao mecanica: von Frey
Funcdo: campo aberto
Outros: zero maze, teste de reconhecimento de
objeto, teste de memdria social
Nocicepcao mecénica: von Frey
Funcgao: Rotarod
Outros: comportamentos evocados por
capsaicina, comportamento estereotipado, peso
corporal, nivel de atividade
Nocicepcao mecanica: von Frey
Hiperemia: sensor de temperatura
Edema: sensor laser
Funcgao: Rotarod
Outros: camara de condicionamento,
comportamentos evocados por capsaicina,
preferéncia de lugar condicionada por equilibrio

Nocicepgao mecanica: von Frey

Edema: sensor em U
Nocicepcao mecénica: von Frey

MEDIDAS DE AVALIAGAO
BIOLOGICAS
Analises bioquimicas: IL-1, IL-6, TNF, NGF, Ccmotif,
CCL2, substancia P, CGRP, TAC1, RAMP1, CALCA,

CALCB, CALCRL, 18S na pele, nervo isquiatico e medula
espinal

NEUROFISIOLOGIA
OU IMAGEM

Coloragéo e marcagéo: mastocitos no nervo tibial

Analises bioquimicas: sinaptofisina e BDNF no encéfalo
Coloragéo e marcacao: complexo de Golgi no encéfalo

Analises bioquimicas: SYP, BDNF, NR2b e CaMK2 na
medula espinal
Imunoistoquimica: GFAP e Iba1 na medula espinal

Analises bioquimicas: Grin2b e NR2b na medula espinal

Analises bioquimicas: KRT16, EEF1A1, ANXA2, ENO3 no
soro e pele
Analises bioquimicas: isoprostanos, 8-OhdG, MDA, SOD,
IL-2, TNF e IL-4 no soro
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Tabela 3 — Avaliagdes utilizadas para verificar os sinais classicos da SDRC.

AUTOR MEDIDAS DE AVALIAGAO
SINAIS BIOLOGICAS NEUROFISIOLOGIA
OU IMAGEM
Nocicepgao térmica ao calor: placa quente/fria  Analises bioquimicas: CGRP, substancia P, TNF, IL-6 e IL-
Nocicepgao térmica ao frio: imersdo em agua 1B na pele e musculo
fria

Hiperemia: termémetro

Edema: pletismégrafo
Funcéo: dispositivo de incapacidade, campo

aberto, rota-rod
Wei et al. (2009)

Analises bioquimicas: substancia P, CGRP, NEP no soro,
pele e nervo isquiatico

Coloragéo e marcagéo: mastocitos na pele

Imunofluorescéncia: substancia P e NK1r na pele
Wei et al. (2009) [2] Nocicepcao mecanica: von Frey, movimento da Analises bioquimicas: TNF, IL-1B, IL-6 na pele TC: fémur e
cauda vértebra lombar
Hiperemia: sensor de temperatura Imunoistoquimica: OX-42, CD43, HIS48 na pele
Edema: sensor laser
Funcéo: dispositivo de incapacidade
Wei et al. (2016) Nocicepgao mecénica: von Frey Analises bioquimicas: TNF, IL-1B, IL-6, NGF, Dye,
Hiperemia: sensor de temperatura substancia P, NK-1 na pele, nervo isquiatico e medula
Edema: sensor laser espinal
Funcéo: dispositivo de incapacidade
Xanthos et al. (2008) Nocicepcao mecanica: von Frey Analises vasculares: fluxo sanguineo por laser doppler na
Outros: comportamento nociceptivo evocado pata
Xanthos et al. (2008) [2] Nocicepcao mecénica: von Frey
Xu et al. (2020)

Nocicepgao mecanica: von Frey Imunofluorescéncia: NR2B, pNR2B, IL-183, IBA-1 e GFAP

na pele e medula espinal
Nocicepcao térmica ao calor: placa quente/fria  Analises bioquimicas: NR2B, pNR2B, IL-13, NFkB, pNFkB,
ERK, pERK na pele e medula espinal
Yeo et al. (2017) Nocicepcao mecénica: von Frey

Andlises bioquimicas: pNR1 na medula espinal
Yeo et al. (2018)

Analises bioquimicas: pGIluN1 e pERK na medula espinal
Fonte: Elaborada pela autora deste trabalho.
Legenda: 4-HNE, 4-hidroxinonenal; 8 OhdG, 8-hidroxiguanosina; a1-AR, receptor alfa-1 adrenérgico; AKT, proteina quinase B; ANXA2, anexina
A2; B2-AR, receptor adrenérgico beta-2; BDNF, fator neurotrofico derivado do cérebro; C5B-9, complexo de complemento 5B-9; CALCA,
polipeptidio alfa relacionado com calcitonina; CALCB, polipeptidio beta relacionado com calcitonina; CALCRL, receptor tipo receptor de
calcitonina; CAMK2, proteina quinase Il dependente de calmodulina; CAT, catalase; CCL-2, proteina-1 quimioatraente de monécitos; CCMOTIF,
quimiocina; CD163, agrupamento de diferenciagao 163; CD3, agrupamento de diferenciagdo 3; CD4, agrupamento de diferenciagéo 4; CD43,

Nocicepcao mecanica: von Frey
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agrupamento de diferenciagao 43; CD68, agrupamento de diferenciagéo 68; CD8, agrupamento de diferenciagao 8; CGRP, peptideo relacionado
com o gene da calcitonina; CGRPr, receptor peptidico relacionado ao gene da calcitonina; CSF1R, receptor do fator 1 estimulador de colbnias;
TC, tomografia computadorizada; CytC, citocromo C; DRG, ganglios da raiz dorsal; EEF1A1, fator de alongamento de tradugéo eucariética 1 alfa
1; ENOS, enolase 3; ERK, quinases reguladas por sinal extracelular; ERK1, quinase 1 regulada por sinal extracelular; ERK2, quinase 2 regulada
por sinal extracelular; rETA, receptor de endotelina tipo A; rETB, receptor de endotelina tipo B; GFAP, proteina acida fibrilar glial; GM-CSF, fator
estimulador de colbnia de granulécitos-macréfagos; GRIN2B, subunidade 2B do receptor ionotrépico de glutamato tipo NMDA; GRK2, receptor
quinase 2 acoplado a proteina G; GSH, glutationa; HDL, lipoproteina de alta densidade; HIF-1a, fator 1-alfa induzivel por hipdxia; IBA1, molécula
adaptadora de ligagéo ao calcio ionizada 1; IL-10, interleucina-10; IL-1B, interleucina-1beta; IL-2, interleucina-2; IL-6, interleucina-6; KRT16,
queratina 16; MBP, proteina basica de mielina; MDA, malondialdeido; MMP3, metaloproteinase-3 de matriz; MPO, mieloperoxidase; NADH,
dinucleotideo de nicotinamida adenina; NAGase, N-acetil-beta-D-glucosaminidase; NEP, endopeptidase neutra; NF200, neurofilamento 200;
NFkB, fator nuclear kappa B; NGF, fator de crescimento neurotrofico; NK-1, neuroquinina-1; NR1, receptor 1 de N-metil D-aspartato; NR2B,
receptor de N-metil D-aspartato subtipo 2B; p-ERK1, quinase 1 regulada por sinal extracelular fosforilada; p-ERK2, quinase 2 regulada por sinal
extracelular fosforilada; p-GLUN1, subunidade zeta-1 do receptor de glutamato fosforilado; p-JNK, quinase N-terminal c-Jun fosforilada; p-NR1,
subunidade 1 do receptor N-metil D-aspartato fosforilado; PRPH, periferia; RAMP1, proteina modificadora da atividade do receptor 1; SMA, actina
do musculo liso; SOD, superdéxido dismutase; SYP, sinaptofisina; TAC1, precursor de taquicinina 1; TAC1R, receptor de taquicinina 1; TNF, fator
de necrose tumoral; TRPA1, receptor de potencial transitério ankirina 1; TRPV1, receptor de potencial transitério vaniloide 1; TUJ, beta-tubulina
de classe Il especifica de neurénio.
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Figura 7 — Avaliagcbes categorizadas da SDRC.
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Fonte: Elaborada pela autora deste trabalho.
Legenda: Numero de estudos que realizou (A) avaliagdes dos sinais comportamentais classicos da
SDRC; (B) avaliagbes bioldgicas; (C) avaliagbes de neurofisiologia e (D) avaliagbes de imagem.

Diferentes testes foram utilizados para as avaliagcbes dos sinais classicos da
SDRC. Entre os 85 estudos que avaliaram a nocicepgao mecanica, 89% (83 estudos)
utilizaram o teste de von Frey (Figura 8A). A nocicepgao térmica ao frio foi avaliada

apenas em 12 estudos e o teste da acetona foi o mais frequente em 83,3% (10 estudos)
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(Figura 8B). A nocicepgédo térmica ao calor foi verificada em 20 estudos, e o teste de
Hargreaves e o teste com placa fria/quente foram os mais comuns, em 55% (10 estudos)
e 25% (5 estudos) respectivamente (Figura 8C). A presenca de edema foi verificada em
43 estudos, destacando-se o uso de sensor a laser (48,8%, 21 estudos) e micrdmetro
digital (28%, 12 estudos) (Figura 8D). A hiperemia foi avaliada em 32 estudos,
principalmente com o uso de sensor de temperatura (78,1%, 25 estudos) (Figura 8E).
Com relagao a funcéo, 35 estudos analisaram esse sinal classico da SDRC, 54,2% com
o dispositivo de incapacidade (19 estudos) e 22,8% com o teste de Rotarod (8 estudos)
(Figura 8F).



Figura 8 — Avaliacbes utilizadas para verificar sinais classicos da SDRC.
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Fonte: Elaborada pela autora deste trabalho.

Legenda: Frequéncia das avaliagbes de resultados para (A) nocicepgao mecanica; (B) nocicepgao

térmica ao frio; (C) nocicepgéao térmica ao calor; (D) edema; (E) hiperemia; (F) e fungao.
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Outras formas de avaliacdo também foram utilizadas em 9 estudos incluidos nesta
revisdo, principalmente no que diz respeito aos comportamentos relacionados a

nocicepcgao e possiveis comorbidades (Figura 9).

Figura 9 — Avaliacées utilizadas para verificar sinais classicos da SDRC.
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Fonte: Elaborada pela autora deste trabalho.

A avaliacdo da qualidade de todos os estudos e a avaliagéo individual de cada
estudo é apresentada nas Figuras 10 e 11. Apenas 25 estudos tiveram baixo risco de
vies em 50% ou mais dos critérios de classificagdo e foram, portanto, considerados
estudos de alta qualidade metodologica. Apenas 4 estudos apresentaram baixo risco de
viés em 60% dos critérios de classificacao, e 3 estudos em 70%. Os critérios de ocultacao
da alocagao e aleatoriedade para manutengido dos animais apresentaram o maior risco
de viés. Ja os critérios de apresentacao de caracteristicas basais e relato seletivo foram

0 que apresentaram menor risco de viés nos estudos incluidos nesta revisao.
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Figura 10 — Sumario do risco de viés por item avaliado.
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Fonte: Elaborada pela autora deste trabalho.
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Figura 11 — Risco de viés por estudo.
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shir&seltzer (1991) (D ([ D @ | D (O O | ® & |2
Siegeletal.(2007) | @ | |9 | ® O S |2 (& & |7
Somers & Clemente (2006) (@ | @ (O | ©® | ©® S (O & | & | ?
Tajerianetal. (2014) (@D [ (72 | O S S S (S & |7
Tajerianetal. (2015 | @ (@ |2 (2 | @ O | S| S & | 7
Tajerianetal. 2015)2) [ @ (@ |2 | @ P @ (S| & |7
Tajerian etal. 2017) | | @ (O | O | S (O (S (@ | 72 |2
Tékusetal. (2014) | @ | @ |72 | @ | @ | @ (@2 |2 |2
Weietal.(2009 [ @ | @ | @ @2 2|72 (| ® @|7
weietal.2009)2) [ @ | D | ©®  ® 9 O O O & 7
weietal.(2016) [ @ |2 @ @ (S| 2 | S| @ 2|2
Xanthosetal. (2008) | @ | @ ® S| O | S| 7 & | 7
Xanthosetal. 2008)(2) | @D | @ @ S S | @S| 2 |2 |2
Xuetal.(20200| 7 D P S| P O S| @ 7
Yeoetal. (2017 |2 | OO @ ? | 8O @ ?
veoetal. (2018) @D ([ @ (O S| @ (& @ |7

Fonte: Elaborada pela autora deste trabalho.
Legenda: (-) Alto risco de viés, risco eminente de viés para este item; (?) Risco nao claro de viés,
verificar cuidadosamente o artigo quanto a interpretagéo deste item; (+) Baixo risco de viés, livre de risco
de viés neste item.

A tabela de analise da descricao dos estudos foi dividida em antes e depois de
2010, o ano de publicagao das diretrizes ARRIVE (KILKENNY; BROWNE; CUTHILL;
EMERSON et al., 2010). A frequéncia dos itens de descrigao do guia ARRIVE que foram
julgados como completos podem ser vistos na Tabela 4. Mesmo sendo publicados antes
de 2010, a contextualizag¢ao na introducéo e a interpretacédo dos resultados na discussao
ocorreu em 100% de forma completa. Junto com estes itens, destaca-se uma frequéncia
maior de 90% para descrigdo completa dos itens de contextualizagcdo de escolha dos
animais, objetivos, resultados experimentais, métodos estatisticos, resultados e
estimativas, interpretacédo e generalizagédo dos resultados nos estudos publicados antes
do guia ARRIVE. Ja apds a publicagdo do guia ARRIVE, a frequéncia de itens descritos
de forma completa ganhou incremento em praticamente todos os itens. Contudo, a

descrigdo de alguns itens essenciais para melhor descricdo e, consequentemente
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qualidade dos estudos, ndo foram citados mesmo apos a publicagdo do guia ARRIVE.
Entre os itens ndo descritos de forma completa em nenhum dos estudos estao avaliacéao

do bem-estar animal e alocag&o dos animais para tratamento ou avaliagao.
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Tabela 4 — Proporgao de itens completos (%) do guia ARRIVE por ano de publicagdo dos estudos.

Introducgao Métodos
ltem 1 2 32 3b 4 5 6a 6b 6 72 7o 7c 7d  8a 8b o 9%  9c
Titulo Resumo Contexto Objetivos Decélggzgéo Plano de estudo Z';?;;?r:gi?;?ss Animais In:(t)ilgi%%fzsée
Referéncias
publeadas 654 885 100 923 923 65,4 50 77 538 269 0 346 269 0 0 385 0 0
2010
Referéncias
gggg‘fjgf 67,7 846 100 862 92,3 92,3 69,2 33,8 785 538 154 554 369 246 369 262 154 O
2010
Métodos Resultados Discussao
10a 10b 10c 11a 11b 12 13a 13 13 14 152 150 16 17a 17b 18a 18  18c 19 20
ftem Amostra Alocagdo  Res Estatistica E:Sd;i: aﬁglrg:lrc(i)oss Est ag\f/eeirt'ggs Interpretacéo Gen Fin
Referéncias
gﬁgfz‘fs‘ 154 0 0 77 38 92 923 962 85 731 577 115 100 O 0O 100 269 O 100 1538
2010
Referéncias
ggggf:gzs 492 92 169 354 0 985 985 100 985 846 60 123 99 15 31 100 538 108 985 86,2
2010

Fonte: Elaborada pela autora deste trabalho.

Legenda: Valores apresentados em percentual dos estudos que apresentam os itens do guia ARRIVE descritos de maneira completa, publicados
antes ou até 2010, e apds 2010. Res, resultados experimentais; Est, resultados e estimativas; Gen, generalizagéo ou translagao; Fin,

financiamento.
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4.4 DISCUSSAO

O objetivo principal desta revisdo de escopo foi proporcionar uma revisao
estruturada e abrangente dos modelos animais utilizados para investigar a SDRC e
assim fornecer uma fonte de informagao para futuros estudos que envolvam essa
condicdo de dor cronica tdo incapacitante. Revisdes de escopo sao fundamentais para
aprimoramento de pesquisas em determinada area, principalmente para o
direcionamento de critérios relevantes para o delineamento de um futuro estudo
(PETERS; GODFREY; KHALIL; MCINERNEY et al., 2015; TRICCO; LILLIE; ZARIN;
O'BRIEN et al, 2018). Embora os estudos clinicos que abordem os aspectos
fisiopatologicos da SDRC sejam a melhor forma de evidéncia cientifica, os modelos
animais também podem colaborar na elucidacédo da fisiopatologia e na avaliagdo de
estratégias terapéuticas eficazes (BRUEHL, 2010). Apesar das vastas possibilidades, os
estudos desta revisdo se concentraram principalmente no objetivo de entendimento do
modelo e dos mecanismos fisiopatoldgicos associados ao desenvolvimento da SDRC.
Esse fato é provavelmente relacionado a recente aplicagao dos critérios diagnosticos de
Budapest com os principais sinais da SDRC, e de que ainda ndo ha mecanismo
fisiopatoldgico completamente elucidado nos individuos que desenvolvem a SDRC. As
alteracgdes fisiopatoldégicas da SDRC também foram exploradas nos estudos com
objetivos associados a tratamentos farmacoldgicos ou fisioterapéuticos com potencial
anti-inflamatdrio e anti-hiperalgésico. Tanto o entendimento dos mecanismos bem como
a eficiéncia de estratégias farmacoldgicas ou fisioterapéuticas em estudos pré-clinicos
se faz extremamente relevante, uma vez que o numero de individuos com dor crénica &
cada vez maior e mais estudos clinicos devam ser viabilizados.

A maioria absoluta dos estudos incluidos nesta revisao optou por utilizar roedores,
sejam ratos ou camundongos, para investigagdo da SDRC. A utilizagdo de roedores vém
sendo vastamente explorada no estudo da dor, como visto com o crescente numero de
estudos nos ultimos anos. A utilizagdo de roedores € vantajosa no que se refere a
investigagdo com foco em alteragdes celulares e moleculares, devido a similaridade que
a espécie tem ao genoma humano (CARPENTER; KIGERL; MARBOURG; GAUDET et

al., 2015). Também se incluem vantagens quanto a facilidade de manejo, altos indices
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de reprodutibilidade, baixo risco de infecgbes apds procedimentos e baixo custo de
manutencao (SADLER; MOGIL; STUCKY, 2021; SHARIF-ALHOSEINI; KHORMALI;
REZAEI; SAFDARIAN et al., 2017). Ratos necessitam de periodos de habituagdo mais
curtos do que camundongos, bem como sao mais facilmente treinados para tarefas de
condicionamento e menos influenciados pelo estresse ao serem manejados por um
pesquisador (SADLER; MOGIL; STUCKY, 2021). Por outro lado, o tamanho pequeno
dos camundongos permite um custo-beneficio vantajoso seja no aspecto de espago para
manutengdo quanto de quantidade de drogas necessarias para 0s experimentos
(SADLER; MOGIL; STUCKY, 2021). Também, pelo fato de que os roedores envelhecem
de forma mais acelerada do que os humanos, € possivel avaliar o decurso temporal de
processos relacionados a dor em periodos mais curtos (SADLER; MOGIL; STUCKY,
2021).

N&o so a escolha da espécie, como a da linhagem do animal também é relevante,
uma vez que ocorrem diferentes tipos de comportamentos nociceptivos entre as
linhagens (MOGIL; WILSON; BON; LEE et al., 1999). A linhagem de camundongos mais
utilizada nos estudos incluidos nesta revisdo, C57BL/6, apresenta sensibilidade
aumentada a estimulos térmicos e resiliéncia a hipersensibilidade induzida por lesao
(MOGIL; WILSON; BON; LEE et al., 1999). Apesar disso, os camundongos C57BL/6
apresentam uma variabilidade de resposta pequena, o que acaba permitindo tamanhos
de amostra menores, fato também notado nos estudos incluidos nesta revisdo (SADLER;
MOGIL; STUCKY, 2021). No entanto, uma vez que a variabilidade esta presente na
populacdo de pacientes com dor, utilizar linhagens com maior heterogeneidade genética
é fator relevante a ser considerado em futuros estudos pré-clinicos (SADLER; MOGIL;
STUCKY, 2021).

Apenas trés estudos incluidos nesta revis&o utilizaram animais de ambos os sexos
em seus protocolos experimentais (DE PRA; ANTONIAZZ|; FERRO; KUDSI et al., 2019;
GONCALVES; VIEIRA; GONCALVES; SIMOES et al., 2021; TAJERIAN, MARAL;
SAHBAIE, PEYMAN; SUN, YUAN; LEU, DAVID et al., 2015). Recentemente, ha uma
maior utilizacdo de ambos os sexos nos estudos pré-clinicos investigando os
mecanismos de dor e potenciais tratamentos analgésicos (MOGIL, 2020). Também é

importante ressaltar que muitas condi¢des clinicas dolorosas de carater cronico e



95

neuropatico tém predominancia no sexo feminino (BOUHASSIRA; LANTERI-MINET;
ATTAL; LAURENT et al., 2008). Apesar da alta prevaléncia das condi¢des dolorosas no
sexo feminino, em modelos animais para estudos da dor, a utilizacdo de machos €&
predominante (MAPPLEBECK; BEGGS; SALTER, 2016). Rosen, Ham e Mogil (2017)
afirmam que ha diferencga entre os sexos nas fun¢des imunoldgicas e nos sinalizadores
algicos quanto ao desenvolvimento de dor cronica. Essa dependéncia ao sexo pode ser
verificada em diferentes tipos de analise, seja genética a psicossocial, e se concentra
principalmente na resposta neuroimune de modulagdo da dor (MOGIL, 2020). Além
disso, a variabilidade de respostas de camundongos machos e fémeas € importante para
a translagao clinica (MOGIL, 2017).

Outro ponto que se destaca é que a grande maioria dos animais utilizados nos
estudos incluidos nessa revisdo estavam em uma faixa de idade de adultos jovens. As
experiéncias com quadros de dor variam ao longo da vida, mas sabe-se que quadros de
dor crénica aumentam com a idade (OTT; MAIHOFNER, 2018). Nos individuos que
desenvolvem a SDRC, a faixa etaria predominante esta entre 55 e 75 anos (DE MOS;
DE BRUIJN; HUYGEN; DIELEMAN et al., 2007; OTT; MAIHOFNER, 2018; SANDRONI;
BENRUD-LARSON; MCCLELLAND; LOW, 2003). Esse fato é pouco explorado nos
estudos pré-clinicos, provavelmente pela dificuldade de manter a homogeneidade de
experiéncias dos animais no ambiente de criagdo ou manutengéo por um longo periodo
(SADLER; MOGIL; STUCKY, 2021). Dessa forma, seria apropriado considerar para a
pratica a utilizacdo de roedores fémeas, em faixa etaria adulta, no modelo de uma
condigao clinica que afeta predominantemente o sexo feminino, como € o caso da SDRC.

As evidéncias apresentadas nessa revisdo quanto as formas de indu¢do da SDRC
se concentraram principalmente em dois modelos: fratura de tibia seguida de
imobilizagdo e isquemia e reperfusdo da pata. Essas escolhas acabam refletindo as
principais causas primarias de desenvolvimento da SDRC em humanos, que sao fraturas
e contusdes, comumente sem lesdo nervosa (OTT; MAIHOFNER, 2018). A escolha
adequada de um modelo animal da SDRC pode potencializar o avanco tanto do
entendimento dos mecanismos como de possiveis tratamentos (BIRKLEIN; IBRAHIM,;
SCHLERETH; KINGERY, 2018). O modelo de fratura de tibia & induzido por fratura
fechada de tibia com o animal anestesiado, seguido de imobilizag&o por 3 semanas para
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camundongos e 4 semanas para ratos (GUO; OFFLEY; BOYD; JACOBS et al., 2004).
Apos o periodo de imobilizagéo, os animais desenvolvem edema, hiperemia e alteracoes
sensoriais (GUO; OFFLEY; BOYD; JACOBS et al., 2004). Esses sintomas apresentam
resolucéo espontanea em até 5 meses apos a indugéao (GUO; OFFLEY; BOYD; JACOBS
et al., 2004). Ressalta-se que o modelo de fratura de tibia possibilita analises tanto da
fase aguda quanto crbnica, bem como a transicdo entre esses periodos (BIRKLEIN;
IBRAHIM; SCHLERETH; KINGERY, 2018). No mesmo ano, Coderre et al. (2004)
desenvolveram o modelo experimental da SDRC-I por isquemia e reperfusao em ratos,
que posteriormente foi adaptada por Millecamps et al. (2010) para camundongos. O
modelo consiste na colocagdo de um elastico no tornozelo do animal, sob anestesia,
reduzindo o fluxo sanguineo por 3 horas. Ao retirar o elastico, ocorre a reperfusdo. Apos
a reperfusdo, o animal apresenta dor inflamatdria nas primeiras 48 horas, e ao sétimo
dia inicia-se um quadro de dor neuropatica (CODERRE; XANTHOS; FRANCIS;
BENNETT, 2004). O modelo induz hiperemia, extravasamento do plasma, alteragbes
sensoriais mecanicas e térmicas (CODERRE; XANTHOS; FRANCIS; BENNETT, 2004).

As formas de avaliagcdo dos estudos incluidos nesta revisdo se concentraram
gquanto aos sinais classicos da SDRC também presentes nos animais: nocicepg¢ao
mecanica, nocicepgao térmica ao calor ou ao frio, edema, alteracdo de temperatura e
alteracao de funcdo. Dentre as avaliagdes utilizadas, ha consideraveis diferencas entre
os meétodos que foram aplicados. Por exemplo, na nocicepgado mecanica, o teste de von
Frey foi o mais utilizado, mas sua medida de resultado foi apresentada como percentual
de resposta ou limiar de resposta. Também ocorreu a utilizagdo de testes diferentes para
0 mesmo sinal, como por exemplo para nocicepg¢ao térmica ao frio, o teste de acetona e
o teste de placa quente/fria. Existem algumas dificuldades em se mensurar a dor em
roedores, uma vez que em humanos € uma sensacgao predominantemente mensurada
por classificagdes verbais ou descritivas (SADLER; MOGIL; STUCKY, 2021). A literatura
mostra uma predominancia da utilizagdo de medidas de dor como respostas reflexas, em
maioria a estimulos mecéanicos, fato também visto nos estudos incluidos nesta reviséo
(SADLER; MOGIL; STUCKY, 2021). E possivel que essa predominancia esteja
relacionada ao fato de que pacientes com dor neuropatica apresentem alodinia mecanica
e térmica (BACKONJA; STACEY, 2004). No entanto,ca é importante ressaltar que vias
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diferentes estao relacionadas ao processamento de um estimulo mecanico ou indécuo a
dor, e dessa forma mais possibilidades de avaliagcdo devem ser estimuladas.

O fato de a dor espontanea ser o sintoma mais comumente relatado em pacientes
com dor cronica é um fator importante a ser considerado (OTT; MAIHOFNER, 2018).
Esse sintoma foi explorado em apenas em um estudo incluido nessa revisdo (DE PRA;
ANTONIAZZI; FERRO; KUDSI et al., 2019). Assim como em pacientes com dor cronica,
em animais € muito improvavel que a utilizagdo de apenas uma ferramenta seja capaz
de avaliar de forma precisa e reprodutivel a dor. Dessa forma, adicionar formas de
avaliacdo que englobem comportamentos ndo evocados sdo extremamente relevantes
para analisar de maneira mais abrangente a experiéncia de dor dos animais (SADLER,;
MOGIL; STUCKY, 2021). Dessa forma é importante considerar a aplicagdo de baterias
de testes, além de testes de respostas ndo evocadas a dor, mas também que considerem
possiveis comorbidades como ansiedade e depressao (SADLER; MOGIL; STUCKY,
2021).

Outras estratégias de avaliagéo utilizadas pelos estudos incluidos nesta revisao
abrangeram avaliagdes biologicas. As analises bioquimicas e analises de coloragéo e
marcagao permitem a exploragao dos diversos anticorpos e marcadores imunoldgicos ja
estabelecidos que possam estar contribuindo para o desenvolvimento da SDRC e
estabelecimento do quadro de dor crénica (CARPENTER; KIGERL; MARBOURG;
GAUDET et al., 2015; SADLER; MOGIL; STUCKY, 2021). Os mecanismos por tras da
SDRC ainda sao dindmicos e controversos mas trés principais alteracgdes fisioldgicas séo
consideradas: mecanismos inflamatérios aberrantes, disfuncdo vasomotora e
plasticidade neuronal mal adaptada (MARINUS; MOSELEY; BIRKLEIN; BARON et al.,
2011). As amostras analisadas englobaram tanto estruturas periféricas, como soro, pele,
musculos; quanto estruturas do sistema nervoso periférico (SNP) e SNC, como nervos,
medula espinal e encéfalo, que possam estar envolvidos nestas alteragoes. Nas ultimas
décadas, ficou evidente por meio de avangos tecnologicos, a compreensao da
similaridade dos tecidos de roedores e humanos. Apesar da similaridade, ha pontos
criticos de diferenga, principalmente quando se refere a neurbnios sensoriais e
expressdo de genes e mediadores neuroimunes (SADLER; MOGIL; STUCKY, 2021).
Isso faz com que a literatura apresentada até o momento tenha grande variabilidade dos
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mediadores analisados, ao mesmo tempo em que alguns marcadores sao vastamente
explorados, como o TNF e a IL-1B presentes em mais de 20% dos estudos incluidos
nesta revisao.

A qualidade metodoldgica foi considerada alta em apenas 27% dos estudos
incluidos nesta revisdo. No entanto, foi observado que os estudos nao relataram
principalmente os critérios de viés de selegdo e performance. Falhas ao relatar os
meétodos e resultados acabam por ter ndo s6 implicagdes cientificas e éticas, mas
também econdmicas para a pesquisa pré-clinica (KILKENNY; BROWNE; CUTHILL;
EMERSON et al, 2010). Além disso, essas falhas também levam a baixa
reprodutibilidade e translagcdo (MOGIL, 2017). Erros sistematicos podem influenciar
diretamente a magnitude e a diregdo dos resultados, e afastar ainda mais os achados
pré-clinicos de uma possivel translagao clinica. Assim, melhorar e identificar os
diferentes riscos de viés € uma das principais maneiras de alcangar uma melhor
qualidade metodoldgica em estudos pré-clinicos.

No que também se refere a qualidade dos estudos pré-clinicos, o desenvolvimento
das diretrizes ARRIVE foi um marco relevante. Um dos principais desafios para a
translacédo dos achados pré-clinicos para a pratica clinica na pesquisa sobre dor € a falta
de riqueza de detalhes dos modelos animais (SADLER; MOGIL; STUCKY, 2021). As
diretrizes ARRIVE fornecem uma lista de itens que pode ser utilizada tanto para orientar
os autores na preparagédo do manuscrito bem como para garantir a integridade dos dados
relatados (KILKENNY; BROWNE; CUTHILL; EMERSON et al., 2010). Mesmo com mais
de uma década da primeira publicagdo das diretrizes ARRIVE, este ainda permanece
subutilizado. Talvez seja necessario que os periodicos e 0s revisores passem a solicitar
de maneira compulsoria, para que a utilizagcdo aconteca de forma mais ampla. Tanto um
menor risco de viés quanto uma melhor descricdo dos estudos sdo importantes para o

fortalecimento da evidéncia produzida pelos estudos pré-clinicos.
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4.5 CONCLUSAO

Acreditamos que revisdes de escopo sobre modelos animais como esta, sdo de
extrema relevancia tanto para o aprimoramento dos estudos pré-clinicos quanto para
possiveis translagdes para estudos clinicos. Encorajamos os pesquisadores a explorar
a literatura de forma sistematizada para promover novos estudos pré-clinicos com maior
impacto positivo na pratica clinica. Também acreditamos ser relevante o apoio de
agéncias de fomento para o desenvolvimento de estudos de revisbes, para que
futuramente o impacto financeiro de estudos pré-clinicos de baixa qualidade ou nao
necessarios sejam evitados.

Nao ha duvidas de que a realizagao de estudos com modelos animais de SDRC
seja extremamente relevante para o entendimento dessa condigdo tdo debilitante. No
entanto, os dados apresentados pelos estudos desta revisdo remetem a reflexdo de que
sd0 necessarias algumas mudangas para que a pesquisa e ftranslagdo seja mais
eficiente. Sugerimos que o paralelo entre o modelo animal e os individuos com SDRC
deva incluir: (1) animais mais heterogéneos quanto a linhagem, de ambos os sexos, e
em idade adulta e idosa; (2) a utilizagdo de multiplas ferramentas de avaliagéo,
principalmente que incluam sinais de dor espontédnea e medidas de nocicepgdo néo
evocadas, que envolvam aspectos cognitivos e sociais da dor, e também comorbidades,
como ansiedade e depresséo; (3) aprimorar a descricao e realizagdo de medidas que
reduzam o risco de viés dos experimentos. Acreditamos que a consolidacido dessas trés
recomendacgdes ira implicar em um avango significativo na pesquisa com modelos

animais da SDRC, e dessa forma, uma melhor translagao clinica.
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5 CAPITULOII

A SDRC-I leva a uma condi¢cdo de dor crénica debilitante, que normalmente
desenvolve sintomas sensoriais, motores e troficos desproporcionais ao trauma inicial
(BIRKLEIN; DRUMMOND; LI; SCHLERETH et al, 2014). Apesar dos avangos
significativos no estudo e compreensdo da SDRC-I, atualmente n&o ha fisiopatologia
especifica estabelecida (KESSLER; YOO; CALISOFF, 2020). Também n&o existem
testes padrao-ouro para o diagndstico da SDRC-I, apenas critérios com observagao de
sinais e descricao de sintomas. Isso implica diretamente em desafios ndo apenas para
diagnosticar, mas também para definir estratégias de tratamento e prevengado. Varios
estudos mostram o envolvimento mutuo da inflamagdo e do SNC na SDRC-I, que
atualmente é considerada pela literatura como uma doencga neuroimune (DAVID CLARK;
TAWFIK; TAJERIAN; KINGERY, 2018). Alguns estudos modelam a fisiopatologia da
SDRC-I classificando-a com mecanismos periféricos e centrais (HALICKA; VITTERSQ;
PROULX; BULTITUDE, 2020; MARINUS; MOSELEY; BIRKLEIN; BARON et al., 2011).
Outros, definem as mudancas de acordo com o decurso temporal e as caracteristicas
apresentadas em fases aguda ou cronica (KESSLER; YOO; CALISOFF, 2020). As
alteracdes, sejam transitorias ou graduais, na fisiopatologia da dor para a cronificagdo
na SDRC-I ainda geram muitos questionamentos (LAVAND'HOMME, 2011).

Os niveis aumentados de citocinas pro-inflamatorias, como IL-6, IL-1 e TNF no
local da lesao tém sido apontados como os principais gatilhos para o desenvolvimento
da SDRC-I (BIRKLEIN; DRUMMOND; LI; SCHLERETH et al., 2014; BRUEHL, 2010). Na
tentativa de controlar a cascata pré-inflamatéria, o processo é regulado pela liberagao de
citocinas anti-inflamatorias, como a IL-4 e a IL-10 (BORCHERS; GERSHWIN, 2014;
BRUEHL, 2010). Apds o processo inflamatorio periférico no local da lesdo, bem como o
estabelecimento do quadro algico, a SDRC-I também pode ocasionar alteragdes no SNC.
De fato, tanto a inflamagao quanto a dor induzem adaptagcées no SNC, por meio da
plasticidade neural e da neuroinflamagdo (BOADAS-VAELLO; HOMS; REINA;
CARRERA et al., 2017; BRUEHL; MAIHOFNER; STANTON-HICKS; PEREZ et al.,
2016). Também vale ressaltar que a dor ndo consiste apenas do componente sensorial,
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mas também abrange componentes afetivos, perceptivos e cognitivos que tém influéncia
direta em diversas regides do cérebro (CROFFORD, 2015; FASICK; SPENGLER,;
SAMANKAN; NADER et al., 2015). Juntas, essas alteragbes no SNC facilitam o
estabelecimento de um quadro de sensibilizagdo central, causando aumento e
manuten¢do do quadro de dor (BOADAS-VAELLO; HOMS; REINA; CARRERA et al.,
2017; BRUEHL; MAIHOFNER; STANTON-HICKS; PEREZ et al., 2016).

A inflamacao também esta associada a alteragdes da atividade dos receptores
opioides (JANSON; STEIN, 2003). Os receptores u-opioides sdo os mediadores
primarios na substancia cinzenta periaquedutal e na bulbo rostral ventromedial, circuito
responsavel pela analgesia (BAGLEY; INGRAM, 2020). Em situagdes de dor crénica, o
controle descendente da dor associado a esse circuito € alterado (BUSHNELL; CEKO;
LOW, 2013). Além disso, essas regides estdo fortemente associadas ao aspecto
cognitivo da dor. Testes que envolvam a escolha do animal frente a um estimulo aversivo,
estdo sendo cada vez mais utilizados para abranger um espectro mais completo da dor
(EWAN; MARTIN, 2013). Dessa forma, direcionamos nossa investigagao para além dos
sinais classicos de dor e inflamacao da SDRC-| nas fases aguda e crénica, com medidas
comportamentais relacionadas ao aspecto cognitivo e emocional da dor e analises de
estruturas supraespinais envolvidas no processamento da dor, até entdo nao explorados

no modelo animal da SDRC-I.

5.1 OBJETIVO ESPECIFICO

Investigar os sinais e comportamentos classicos de dor por resposta evocada,
espontanea ou cognitiva, bem como os mediadores da dor e inflamagdo em estruturas

periféricas e centrais apos a indugdo do modelo da SDRC-I por isquemia e reperfusao.
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5.2 METODOS

5.2.1 Aspectos éticos

Esta pesquisa de natureza experimental pré-clinica foi aprovada pelas respectivas
Comissées de Etica para Uso de Animais da Universidade Federal de Santa Catarina
(UFSC) (2051170718) (Anexo A) e da Universidade do Sul de Santa Catarina (UNISUL)
(18.020.2.07 IV) (Anexo B). Os experimentos foram conduzidos de acordo com os
principios éticos estabelecidos pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal
(COBEA) e seguem as diretrizes ARRIVE (do inglés, Animal Research: Reporting of In
Vivo Experiments) para relatar experimentos in vivo (KILKENNY; BROWNE; CUTHILL;
EMERSON et al., 2010).

5.2.2 Animais

Foram utilizados camundongos da linhagem Swiss, adultos, machos (8 semanas,
35-45 @), fornecidos pelo Biotério da UFSC (UFSC - Florianopolis, SC, Brasil). Os
camundongos foram alojados em microambiente de sistema aberto, em caixas de
propileno (42 x 34 x 17 cm), forradas com maravalha nao estéril, mantidas no biotério de
manuteng¢ao do Laboratério de Neurociéncia Experimental (LaNEx - UNISUL - Palhoga,
SC, Brasil), em condi¢des controladas de temperatura (21 + 2°C) e umidade (60% - 80%),
com ciclo claro/escuro de 12 horas (das 7h as 19h), com livre acesso a ragao, agua, e
um tubo plastico (3,5 x 8 cm) para enriquecimento ambiental. Os animais dos diferentes
grupos experimentais foram distribuidos aleatoriamente entre as caixas, entre 10 a 12

animais por caixa.

5.2.3 Delineamento experimental e calculo amostral

O delineamento experimental € apresentado na Figura 12. Os animais foram
divididos em 2 grupos, como unidades experimentais: (1) Grupo sham, os animais nao

foram submetidos ao modelo experimental da SDRC-I; (2) Grupo SDRC-I, os animais
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foram submetidos ao modelo experimental da SDRC-I. O calculo amostral foi baseado
na equacgdo de Wayne (2009) N = {[(z alpha + z beta)*s]/sigma}?, com valores alfa e z
alfa fixados em 0,05 e 1,96, e beta e valores de z beta determinados em 0,10 e 1,28,
respectivamente. Um minimo de 40% foi estabelecido como o valor da diferenga entre
as médias do grupo (sigma) para a nocicepgdo mecanica, e o (s) valor (es) do (s) desvio
(s) padréo foi estabelecido em 35% em relacdo ao valor médio. Assim, N = {[(1,96 + 1,28)
* 35] / 40)}? = 8. Com uma perda de aproximadamente 35% em relagdo a indugdo do
modelo, 0s grupos iniciaram com 14 animais cada.

O experimento foi realizado em 3 etapas distintas: (1) Experimento 1 (n = 28), os
animais foram submetidos a analise de sinais da SDRC-I quanto ao edema, temperatura,
nocicepgdo mecanica e ao frio, e comportamento espontaneo relacionado a dor, e
eutanasiados ao 14° dia pos-indug&o do modelo com coleta de amostras bioldgicas para
analises bioquimicas; (2) Experimentos 2 (n = 28), 3 (n = 28) e 4 (n = 28), os animais
foram eutanasiados no 2°, 7° e 14° dia pds-indugdo do modelo com coleta de amostras
biolégicas para analises bioquimicas; (3) Experimento 5 (n = 28), os animais foram
submetidos a analise de comportamentos supraespinais relacionados a dor e
eutanasiados no 14° dia pos-indugdo do modelo, com coleta de amostras biolégicas para
analises bioquimicas. Para a realizagado de todas as etapas do estudo, foram utilizados
140 animais.

Os pesquisadores nao foram cegados devido a diferenga na identificacdo de cores
para testes comportamentais e analises bioquimicas. As analises de videos referentes
aos testes comportamentais foram realizadas por pesquisadores cegados.
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Figura 12 — Delineamento experimental para analises de comportamentos e

bioquimicas no modelo animal de SDRC-I.

Indugdo SDRC-I Andlies bioquimicas
Isquemia/Reperfusdo da pata
e
eDe
L) ‘.
N \
Anilises
Perfoda de comportamentais
adaptagdo e
analises Edema Soro
comportamentais Temperatura Musculo e pele da pata
basais N°°‘°eEGa° Medula espinal lombar
Funcao

Tronco encefalico
Cértex pré-frontal

Dias -2 -1 0 1 2 7 14

@ Camundongos Swiss adultos machos
GRUPOS Sham SDRC-I

Fonte: Elaborada pela autora.

Notas: O periodo de adaptagao indica dois dias em que os animais foram expostos aos
ambientes de realizagéo das analises comportamentais. Em seguida, ocorreu a indugéo do modelo da
SDRC-I. As analises comportamentais foram realizadas ao longo de quatorze dias ap6s a indugéo do

modelo da SDRC-I. As amostras bioldgicas foram coletadas para analises bioquimicas no segundo,
sétimo e décimo quarto dias pés-indugdo. SDRC-I: Sindrome de Dor Regional Complexa Tipo I.

5.2.4 Indugao do modelo experimental de SDRC-I por isquemia/reperfusao

A inducdo do modelo experimental da SDRC-I foi realizada em ambiente com
temperatura controlada (24-26° C), no periodo da manha. Os animais foram pré
anestesiados com lidocaina (0,5%, intraperitoneal (IP)) e apds 10 minutos foram
anestesiados com tiopental (50 mg / kg, IP), e quando necessario receberam doses de
reforco de tiopental (25 mg / kg, IP). Apds verificar a perda do estado de consciéncia do
animal, foi colocado um anel elastico com didmetro interno de 1,3 mm (Uniden,
Sorocaba, SP, Brasil) proximal a articulacdo do tornozelo do membro posterior direito,
que permaneceu pelo periodo de trés horas nos animais do Grupo SDRC-I
(MILLECAMPS; LAFERRIERE; RAGAVENDRAN; STONE et al., 2010). Ao final das trés

horas, o anel elastico foi cortado permitindo a reperfusdo da pata. Os animais do grupo
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Sham foram submetidos a anestesia pelo mesmo periodo de trés horas, sem a colocagao
do anel elastico. Os animais foram mantidos em ambiente aquecido com lubrificacdo
ocular durante todo o periodo de anestesia. A indugcdo do modelo experimental da SDRC-
| desencadeia sinais caracteristicos de dor inflamatoria e dor neuropatica. Nao foi
utilizado nenhum tipo de analgesia no periodo pds-indugdo, uma vez que o objetivo
principal do estudo foi verificar a presenga de sinais, bem como de mediadores
inflamatorios relacionados a SDRC-I.

5.2.5 Analises comportamentais de sinais da SDRC-I

Os animais foram submetidos as analises comportamentais, em ambiente com
temperatura controlada (20-22° C), no periodo da manh&, com disposigao aleatoria entre
0s grupos, € mantidos para habituagdo por pelo menos 1 hora antes dos testes.
Previamente a realizagdo das analises comportamentais, os animais foram submetidos

a adaptacao em cada ambiente e aparelho de avaliagao.

5.2.5.1 Edema

A presencga de edema foi mensurada pela espessura da por¢cdo meédia da pata
traseira direita do animal. Para tal, foi utilizado um micrémetro digital (Insize, Sdo Paulo,
SP, Brasil) posicionado entre a superficie dorsal e ventral da pata (MAZZARDO-
MARTINS; SALM; WINKELMANN-DUARTE; FERREIRA et al., 2018). Trés medidas
foram realizadas para obter um valor médio. A medida de resultado para o edema é
apresentada pela espessura da pata traseira direita em milimetros.

5.2.5.2 Hiperemia

A temperatura da superficie ventral da pata traseira direita do animal foi verificada
por meio de uma camera termografica (Testo 880, Campinas, SP, Brasil) com precisé&o
de 0,1°C e espectro infravermelho de 7,5 a 13 m (MAZZARDO-MARTINS; SALM;
WINKELMANN-DUARTE; FERREIRA et al., 2018). Trés medidas foram realizadas para
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obter um valor médio. A medida de resultado para hiperemia é apresentada pela
temperatura da pata traseira direita em graus Celsius.

5.2.5.3 Nocicepgdo

5.2.5.3.1 Nocicepcao mecanica

A frequéncia de resposta nociceptiva ao estimulo mecanico foi verificada pela
aplicacédo do monofilamento de von Frey de 0,4 g,10 vezes (Stoelting, Wood Dale, IL,
Estados Unidos), para avaliagdo da alodinia (BOBINSKI; MARTINS; BRATTI,
MAZZARDO-MARTINS et al., 2011). Os animais foram colocados individualmente em
uma caixa de acrilico (9 x 7 x 11 cm) sem fundo, posicionada sobre uma plataforma de
tela de arame que permitiu acesso a regiao ventral da pata traseira direita dos animais.
A medida de resultado referente a nocicep¢ado mecanica é o percentual de retiradas da
pata traseira direita.

5.2.5.3.2 Nocicepgéao ao frio

A nocicepgao ao frio foi avaliada pelo teste da acetona. Os animais foram
colocados individualmente em uma caixa de acrilico (9 x 7 x 11 cm) sem fundo,
posicionada sobre uma plataforma de tela de arame que permitiu acesso a regido ventral
da pata traseira direita dos animais. Foram espirrados 20 pL de acetona na pata traseira
direita e, em seguida, cronometrado o tempo em que o animal exibia comportamentos
hiperalgésicos (como retirar, sacudir ou lamber a pata) ao longo de 2 minutos
(MAZZARDO-MARTINS; SALM; WINKELMANN-DUARTE; FERREIRA et al., 2018). A
medida de resultado referente a nocicepgdo ao frio € o tempo em segundos de
comportamentos hiperalgésicos.

5.2.5.3.3 Locomocgao espontanea

Para relacionar a locomocdo espontdnea dos animais a presenca de dor

espontanea e possivel comportamento tipo-ansioso, a fungéo de locomocéo foi avaliada
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pelo teste de campo aberto. Em uma arena de madeira (40 cm x 40 cm x 50 cm), os
animais foram colocados individualmente no centro, permitindo a exploragéo livre por 5
minutos (BOBINSKI; TEIXEIRA; SLUKA; SANTOS, 2018). O teste foi filmado com
camera de video digital (Camera Digital Canon EOS Rebel T6 18MP - 3 Full HD) e
posteriormente analisado no software ANYmaze (Stoelting, Wood Dale, IL, Estados
Unidos). As medidas de resultado obtidas foram a disténcia total percorrida (em metros),
a velocidade maxima atingida (metros / segundos), o numero de entradas e o tempo
despendido (em segundos) no centro do aparelho, bem como o tempo despendido (em
segundos) nos cantos.

5.2.5.3.4 Teste de esquiva ao estimulo mecanico

O teste foi realizado em um aparato que possui trés diferentes compartimentos de
acrilico vermelho transparente (HARTE; MEYERS; DONAHUE; TAYLOR et al., 2016). O
compartimento 1 (12,5 cm?), é iluminado com LED (10.000 lux), servindo como um
estimulo levemente aversivo, para favorecer a "fuga" do animal para os compartimentos
escuros. Este compartimento claro, com luz LED, é separada do resto do aparato por
uma barreira movel. O compartimento 2 (27 cm de comprimento) conecta os
compartimentos 1 e 3, e possui o piso composto por sondas de ago (0,5 mm de diametro
e 5 mm de altura), que promovem um estimulo mecénico nas patas dos animais. Ja o
compartimento 3 (12,5 cm3), € escuro e fica na extremidade oposta ao compartimento
1. Para o teste, os animais foram colocados no compartimento 1 com a barreira fechada
e permaneceram com o LED apagado por 15 segundos. Em seguida, o LED foi aceso e,
apos 20 segundos, a barreira removida. Se o animal ndo saisse do compartimento claro
em 60 segundos, ou ndo chegasse ao compartimento escuro em mais 60 segundos, era
retirado do aparato. O teste possibilita a analise de processamento supraespinal da
nocicepg¢ao relacionado a estimulo nocivo mecéanico e a aversao a luz. O teste foi
realizado 3 vezes para cada animal, com intervalo minimo de 10 minutos entre cada
execucao. O teste foi filmado com cémera de video digital (Camera Digital Canon EOS
Rebel T6 18MP - 3 Full HD) e posteriormente analisado, obtendo-se as medidas de
resultado de laténcia para saida do compartimento claro (em segundos), tempo para
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chegar ao ponto médio do aparato (em segundos), tempo para chegar no compartimento

escuro (em segundos).

5.2.5.3.5 Teste de fuga/esquiva

Para avaliar o processamento supraespinal da nocicepgao, foi utilizado o teste de
fuga/esquiva (BOBINSKI; TEIXEIRA; SLUKA; SANTOS, 2018; REFSGAARD; HAUBRO;
PICKERING; STUART et al., 2016). O aparato do teste consistiu em uma caixa de acrilico
(16 cm x 7 cm x 13 cm), colocada em cima de uma tela de arame. A metade direita da
caixa era preta (compartimento escuro), enquanto a outra metade era transparente
(compartimento claro), com acesso entre as duas metades. Durante o teste, os
camundongos puderam se mover livremente para os dois lados da caixa por 30 minutos.
Nesse periodo, foi realizada estimulacido mecanica na superficie ventral da pata posterior
direita ou esquerda, com o filamento de von Frey de 4,0 g (uma vez a cada 10 segundos,
por 30 minutos). A pata traseira direita (ipsilateral a indugdo da SDRC-I) foi estimulada
gquando o animal estava no compartimento escuro, e a pata traseira esquerda
(contralateral a indugdo da SDRC-I) foi estimulada quando o animal estava no
compartimento claro. O teste possibilita a analise de processamento supraespinal da
nocicepg¢ao relacionado a estimulo nocivo mecanico e a aversdo a luz. O resultado dessa

avaliacao € o tempo (em minutos) que o animal permaneceu no compartimento claro.

5.2.5.3.6 Escala de expressdes faciais de dor

Cada animal foi colocado individualmente em uma caixa com duas paredes de
acrilico transparentes e duas paredes opacas pretas (9 x 7 x 11 cm) que permitem o
registro da face do animal. Cada animal foi filmado por 20 minutos em uma vista frontal
e lateral (paredes transparentes) com duas cameras de video digital (Cédmera Digital
Canon EOS Rebel T6 18MP - 3 Full HD). Apds a flmagem, foi capturada uma imagem a
cada 2 a 3 minutos, para obter um total de 10 imagens da face de cada animal.
Posteriormente, as imagens foram analisadas com a escala que codifica 5 unidades de
acao de expressdes faciais (abertura orbital, protuberancia nasal, protuberancia da
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bochecha, posicdo das orelhas e posigdo das vibrissas) em trés diferentes niveis de
intensidade que 0 - sem presencga, 1 - presenca moderada, e 2 - a presenca severa de
unidade de acao (LANGFORD; BAILEY; CHANDA; CLARKE et al., 2010). A medida de

resultado desta avaliacdo € a pontuacao da escala de expressdes faciais de dor.

5.2.6 Analises bioquimicas

Ao final do protocolo experimental, os animais foram anestesiados com isoflurano
(2-3% a 100% de oxigénio) e eutanasiados por decapitagédo para coleta de pele e tecido
muscular da pata traseira direita, sangue, medula espinal lombar ( L1-L6), cortex pré-
frontal e tronco encefalico que foram devidamente coletadas em nitrogénio liquido e
armazenados em freezer -80°C até as analises. As amostras de sangue foram
centrifugadas a 3000 x g, por 10 min, a 4°C para retirada do soro para analise.
Posteriormente, as amostras foram processadas para o ensaio de imunoabsorgao
enzimatica (ELISA, do inglés Enzime Linked Immunosorbent Assay) ou de Western
Blotting (WB).

5.2.6.1 ELISA

Para avaliar os niveis de citocinas pro e anti-inflamatérias as amostras foram
homogeneizados (Ultraturrax, IKA, Wilmington, NC, Estados Unidos) em tampé&o de
fosfato, contendo: 0,05% de Tween 20, 0,1 mM de cloreto de benzeténio, 10 mM de acido
etilenodiamina tetracético (EDTA), 0,4 mM de NaCl, 2 pg de aprotinina / ml , Fluoreto de
fenilmetilsulfonil 0,1 mM (PMSF) e albumina de soro bovino a 0,5% (BSA).
Posteriormente, os homogenatos foram centrifugados a 3000 x g, por 10 min, a 4 °C para
remogéo do sobrenadante, que foi utilizado para o ensaio. Os niveis de TNF (Thermo
Fisher Scientific 88-7324-22), IL-4 (Thermo Fisher Scientific 88-7044-22), IL-10 (Thermo
Fisher Scientific 88-7105-22), proteina-1 quimioatraente de mondécitos (MCP-1) (Thermo
Fisher Scientific 88-7391-22) e fator neurotréfico derivado do encéfalo (BDNF) (R&D
Systems DY248) foram analisados usando kits de ELISA (Thermo Fisher Scientific,
Rockford, IL, USA; R&D Systems, Minneapolis, MN, Estados Unidos), de acordo com as

recomendacgdes do fabricante. O teor de proteina total foi mensurado a partir do
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sobrenadante usando o método de Bradford (BRADFORD, 1976). A absorbancia, apos
o teste, foi medida em leitor de placas a 450 e 550 nm (Perlong DNM-9602, Nanjing
Perlove Medical Equipment Co, Nanjing, China). A medida de resultado obtida nesse
ensaio é demonstrada em pg citocina / mg de proteina para tecido e pg citocina / mL

para o soro.

5.2.6.2 Western Blotting

O ensaio de WB foi utilizado para a quantificagdo do imunoconteudo de receptores
p-opioides no tronco encefalico e cértex pré-frontal. As amostras foram homogeneizadas
(Ultraturrax, IKA, Wilmington, NC, Estados Unidos) e incubadas em tampao de lise RIPA.
O conteudo proteico foi mensurado pelo método de Bradford (BRADFORD, 1976). As
amostras foram submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida a 10% e transferidas
para uma membrana de PVDF, que foi bloqueada e incubada com o anticorpo primario
anti-receptor p-opioide (1:5000, AB1580-I, Merk KGaA, Darmstadt, Alemanha). Em
sequéncia, a membrana foi lavada e incubada com o anticorpo secundario apropriado,
em temperatura ambiente por duas horas. Apds esse periodo, foi realizada a exposicéo
da membrana ao kit de quimiluminescéncia (ECL) e revelagdo através de um
fotodocumentador (iBright Imaging Systems, Invitrogen/Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, EUA). As analises quantitativas das bandas foram realizadas por
densitometria com o auxilio do programa do proprio fotodocumentador. Os valores foram
normalizados utilizando os valores obtidos para a [(-actina. A medida de resultado
apresentada como unidades arbitrarias.

5.2.7 Analise estatistica

O resultado primario deste estudo foi a nocicepcdo mecanica. Os desfechos
secundarios consistem nas anadlises de edema, temperatura e outros testes de
nocicepg¢ao, bem como as analises bioquimicas. A distribuicdo de normalidade dos
dados foi avaliada para cada medida de resultado pelo teste de Kolmogorov-Smirnov.
Verificada a distribuicdo normal dos grupos, foi realizada analise de variancia (ANOVA)

de duas vias seguida de post-hoc apropriado ou teste t ndo pareado. Valores de p <0,05
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foram considerados significativos. Os dados s&o apresentados como média + desvio
padrao (distribuicdo normal). Os valores das estatisticas descritivas e inferenciais para
cada medida de resultado est&do disponiveis no Apéndice E.

5.3 RESULTADOS

Para verificar a presenca de sinais classicos da SDRC-I neste modelo
experimental, foram analisadas a espessura e a temperatura da pata traseira direita, bem
como a nocicepgado mecanica e térmica ao frio (Figura 13). A indugdo da SDRC-I causou
aumentos significativos na espessura da pata traseira direita dos animais, nos dias 1 (p
= 0,0002), 3 (p = 0,0002), 5 (p = 0,0007), 7 (p = 0,0315) e 9 (p = 0,0111) (Figura 13A).
Também houve aumento, menor, mas significativo, na temperatura da pata traseira
direita no dia 2 (p = 0,0043) nos animais do grupo submetido ao modelo experimental da
SDRC-I (Figura 13B). Esse aumento na temperatura da pata n&o foi significativo nos
demais dias avaliados (Figura 13B). Também observamos que houve aumento da
resposta nociceptiva ao frio no grupo SDRC-I nos dias 7 (p = 0,0201), 11 (p = 0,0031) e
13 (p = 0,0360) quando comparado ao grupo Sham (Figura 13C). A indugdo da SDRC-I
também causou ocasionou aumento significativo na frequéncia de resposta ao estimulo
mecanico nos dias 6 (p = 0,0029), 8 (p <0,0001), 10 (p <0,0001), 12 (p <0,0001) e 14 (p
< 0,0001) (Figure 13D).
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Figura 13- SDRC-I induz altera¢des de edema, temperatura e nocicepgdo mecanica e
térmica ao frio.
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Fonte: Elaborada pela autora.

Legenda: Edema (A), temperatura (B), nocicepgéo térmica ao frio (C) e nocicepgao mecénica (D) foram
analisados em diferentes momentos, conforme indicado no eixo horizontal. Os dados sdo expressos
como média + desvio padréo e foram analisados por ANOVA de duas vias, seguida do teste post-hoc de
Bonferroni. * p <0,05, ** p <0,01, *** p <0,001 e **** p <0,0001 para comparagdes entre os grupos Sham

vs. SDRC-L.
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No 14° dia apds a indugao da SDRC-I, os animais foram submetidos ao teste de
campo aberto para analise da locomogado espontdnea, que tem sido relatada como
inversamente proporcional a dor espontanea, sendo esta uma das principais
caracteristicas da dor neuropatica e ao comportamento tipo-ansioso relacionado a dor
(Figura 14). Especificamente, foram analisadas a distancia total percorrida (Figura 14A),
tempo de permanéncia nas bordas (Figura 14B), tempo de permanéncia no centro
(Figura 14C), entradas no centro (Figura 14D) e velocidade maxima (Figura 14E). N&o

foram observadas mudancgas significativas relacionadas a indugéo da SDRC-I.

Figura 14 — Modelo experimental da SDRC-I ndo altera a locomogéo espontanea de

camundongos.
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Fonte: Elaborada pela autora.

Legenda: (A) Analise da distancia total percorrida, (B) tempo de permanéncia nas bordas e (C) no centro,
(D) nimero de entradas no centro e (E) a velocidade maxima alcangada. Analises referentes ao 14° dia
pés-inducdo da SDRC-I. Os dados sédo expressos em média + desvio padrao, analisados
estatisticamente pelo teste t ndo pareado.
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Os animais também foram submetidos ao teste de esquiva ao estimulo mecanico
para investigar possiveis comportamentos supraespinais relacionados a dor. Na
avaliagao basal, ndo houve diferenga entre os grupos quanto ao tempo no compartimento
claro (Figura 15A), tempo para chegar ao ponto médio do aparato (Figura 15B) e tempo
para chegar no compartimento escuro (Figura 15C). N&o foram observadas mudangas
decorrentes da indugdo da SDRC-I em todos os parédmetros avaliados (Figura 15A-C).
Ressalta-se ainda que ao realizar a avaliagdo aos 14° pos indugdo, os animais
apresentaram habituacédo ao estimulo de luz e n&o percorreram o caminho até o ponto
meédio do aparato, bem como o caminho até o compartimento escuro. Também, a fim de
investigar a potencial evitagdo a um estimulo doloroso nos animais, o tempo de
permanéncia no compartimento claro foi analisado por meio do teste de fuga/esquiva
(Figura 15D). Nao houve diferengas significativas entre os grupos Sham e SDRC-I
guanto a permanéncia no compartimento claro tanto na avaliagao basal quanto aos 7° e

14° apds inducgao.
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Figura 15— Comportamentos supraespinais relacionados a dor ndo séo alterados no
modelo experimental da SDRC-I.
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Fonte: Elaborada pela autora.
Legenda: (A) Analise do tempo de permanéncia no compartimento claro, (B) tempo para chegar ao ponto
médio do aparato e (C) para chegar ao compartimento escuro no teste de esquiva ao estimulo mecanico.
(D) Analise do tempo de permanéncia no compartimento claro em minutos no teste de fuga/esquiva. Os
graficos (A) e (D) apresentam as avaliagdes basais e aos 7° € 14° dias pos indugdo da SDRC-I. Os
graficos (B) e (C) apresentam as avaliagdes basais e ao 7° dia pdés indugdo da SDRC-I. Os dados sado
expressos como média + desvio padrdo, analisados estatisticamente usando ANOVA de duas vias.
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Utilizamos a escala de expressdes faciais de camundongos para quantificar as
expressodes faciais de dor ao iniciar o protocolo experimental, e nas fases aguda (dias 2
e 6) e cronica (dia 13) pds indugdo da SDRC-I (Figura 16). Independentemente do tempo
em que ocorreram as avaliagdes, ndo foram observadas diferengas significativas entre

os grupos sham e SDRC-I quanto ao escore de expressdes faciais de dor.

Figura 16 — Modelo experimental da SDRC-| ndo altera as expressodes faciais de dor
em camundongos.
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Fonte: Elaborada pela autora.
Legenda: (A) Escore da escala de expressdes faciais para camundongos nas avaliagdes basais, aos 2°,
6° e 13° dias pos indugdo da SDRC-I. Os dados s&o expressos como média + desvio padrdo, analisados
estatisticamente usando ANOVA de duas vias.

Os niveis do mediador pro-inflamatorio TNF foram avaliados na pele e musculo
da pata traseira direita e no soro dos animais, aos 2°, 7° e 14° dias pos indugédo da SDRC-
| (Figura 17). Os niveis de TNF na pele da pata traseira foram significativamente maiores
(p = <0,0001) no dia 2 p6s indugdo nos camundongos do grupo SDRC-I em comparagao
aos camundongos do grupo Sham (Figura 17A). No entanto, tal aumento nos niveis de
TNF na pele da pata ndo foram observados nos 7° e 14° dias pos indugdo da SDRC-I

(Figura 17A). Nao houve diferenga significativa nos niveis de TNF no musculo da pata
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traseira entre os animais do grupo Sham e grupo SDRC-| aos 2° 7° ou 14° dias pos
inducdo (Figura 17B). Além disso, verificamos que n&o houve alteragdes nas
concentragdes séricas de TNF aos 2° e 7° dias pds indugédo da SDRC-I (Figura 17C). As
concentragdes séricas de TNF aos 14° dias pos indugao ndo sdo apresentadas na Figura

6C pois estavam abaixo do limiar de quantificacdo do teste realizado.

Figura 17 — Indugdo da SDRC-I promove aumento dos niveis de TNF na pele da pata.

A PELE B MUSCULO C SORO
5009 ... 500 500
400 400 400
Q@ Q 2
2 200 £ 300 £ 300
L € 7 € 7 € T
Z 8 8 3
= § 200 S 200 S 200
X R X
0 T T T 0 T T i T 0 T T
2 7 14 2 7 14 2 7
Dias Dias Dias

\D Sham EE SDRC- \

Fonte: Elaborada pela autora.

Legenda: (A) TNF na pele da pata traseira direita aos 2°, 7° e 14° dias p6s SDRC-I; (B) no musculo da
pata traseira direita aos 2°, 7° e 14° dias p6s SDRC-I; e no (C) soro aos 2° e 7° dias p6és SDRC-I. Os
dados sao expressos como % do controle. A concentragdo de TNF foi de 1,914+0,81 pg/mg de proteina
no dia 2, 1,081+0,49 pg/mg de proteina no dia 7 e 0,258+0,14 pg/mg de proteina no dia 14 na pele. A
concentragao de TNF foi de 1,321+1,24 pg/mg de proteina no dia 2, 0,4501+0,14 pg/mg de proteina no
dia 7 e 0,242+0,11 pg/mg de proteina no dia 14 no musculo. A concentragao de TNF foi de 34,24+15,01
pg no dia 2, e 0,563+0,66 pg no dia 7 no soro. Os dados foram analisados estatisticamente por ANOVA
de duas vias, seguida do teste post-hoc de Tukey. **** p <0,0001 para comparagdes entre os grupos
Sham vs. SDRC-I.
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A fim de explorar a relagao entre as alteragdes do SNC e o quadro de dor no
contexto experimental da SDRC-I, também investigamos os niveis do mediador pro-
inflamatério TNF (Figura 18) e do fator neurotrofico BDNF (Figura 19) em estruturas
determinantes no processamento da dor. Inicialmente, quantificamos as concentracdes
de TNF na medula espinal lombar (Figura 18A), tronco encefalico (Figura 18B) e cortex
pré-frontal (Figura 18C) nos dias 2, 7 e 14 dias apos a indugdo da SDRC-I. Conforme
apresentado na Figura 7, ndo foram observadas diferengas significativas entre os grupos
nos diferentes tempos em que ocorreram as analises. Ja com relagcéo aos niveis do fator
neurotréfico BDNF, também ndo foram observadas diferengas significativas entre os
grupos na medula espinal lombar (Figura 19A), tronco encefalico (Figura 19B) e cortex
pré-frontal (Figura 19C), independentemente do tempo em que ocorreu a analise.

Figura 18 — As concentra¢des de TNF na medula espinal lombar, tronco encefalico e
cortex pré-frontal ndo sio afetadas pela inducéo da SDRC-I.
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Fonte: Elaborada pela autora.

Legenda: (A) TNF na medula espinal lombar aos 2°, 7° e 14° dias p6s SDRC-I; (B) no tronco encefalico
aos 2°, 7° e 14° dias pés SDRC-I; e no (C) cortex pré-frontal aos 2°, 7° e 14° dias pés SDRC-I. Os dados
s80 expressos como % do controle. A concentragéo de TNF foi de 9,251+3,44 pg/mg de proteina no dia
2, 0,578+10,22 pg/mg de proteina no dia 7 e 1,265+0,76 pg/mg de proteina no dia 14 na medula espinal.
A concentragéo de TNF foi de 2,406+1,58 pg/mg de proteina no dia 2, 0,387+0,15 pg/mg de proteina no

dia 7 e 2,257+2,42 pg/mg de proteina no dia 14 no tronco encefalico. A concentragdo de TNF foi de
0,566+0,26 pg/mg de proteina no dia 2, 0,320+0,11 pg/mg de proteina no dia 7 e 0,270+0,11 pg/mg de

proteina no dia 14 no cortex pré-frontal. Os dados foram analisados estatisticamente por ANOVA de

duas vias, seguida do teste post-hoc de Tukey.




119

Figura 19 — As concentra¢cdes de BDNF na medula espinal lombar, tronco encefalico e
cortex pré-frontal ndo séo alteradas pela indugdo da SDRC-I.
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Fonte: Elaborada pela autora.

Legenda: (A) BDNF na medula espinal lombar aos 2°, 7° e 14° dias p6s SDRC-I; (B) no tronco encefalico
aos 2°, 7° e 14° dias pés SDRC-I; e no (C) cortex pré-frontal aos 2°, 7° e 14° dias pdés SDRC-I. Os dados
sao expressos como % do controle. A concentragdo de BDNF foi de 561,7+97,9 pg/mg de proteina no
dia 2, 171,4+39,7 pg/mg de proteina no dia 7 e 249,8+38,9 pg/mg de proteina no dia 14 na medula
espinal. A concentracdo de BDNF foi de 740,9+308,4 pg/mg de proteina no dia 2, 112+53,09 pg/mg de
proteina no dia 7 e 188,2+49,05 pg/mg de proteina no dia 14 no tronco encefalico. A concentragéo de
BDNF foi de 343,4+85,2 pg/mg de proteina no dia 2, 60,09+15,6 pg/mg de proteina no dia 7 e
100,9+26,5 pg/mg de proteina no dia 14 no cortex pré-frontal. Os dados foram analisados
estatisticamente por ANOVA de duas vias, seguida do teste post-hoc de Tukey.

Para melhor compreender o processo inflamatério envolvido na SDRC-I, tanto em
estruturas periféricas quanto no SNC, também analisamos as concentragdes dos
mediadores inflamatérios IL-4, MCP-1 e IL-6 (Figura 20). Ndo houve diferengas
significativas entre os grupos Sham e SDRC-I nas concentracdes de IL-4 (Figura 20A),
MCP-1 (Figura 20B), IL-6 (Figura 20C) na medula espinal lombar ao 2° dia p6s induc¢éo
da SDRC-I. Também analisamos a pele e o musculo da pata traseira direita dos animais
e 0 soro quanto aos niveis de IL-4 e MCP-1, ao 2° dia pds indugdo. No entanto, as

concentragdes estavam abaixo do limiar de quantificacdo do teste realizado e n&o sao

apresentadas na figura.
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Figura 20 — A indugédo da SDRC-I n&o altera as concentragbes de IL-4, MCP-1 e IL-6
na medula espinal.

A IL-4 B MCP-1 C IL-6
:tl 200 200 200+
=
o
@ ; :
w e : T - 1
5 8 100+ 8 100 8 100+
[e] o o]
© © ©
2 ® ® x
[m]
L
E 0 T 0 T 0 T
2 2 2
Dias Dias Dias

|3 Sham EE SDRC-

Fonte: Elaborada pela autora.

Legenda: (A) IL-4, (B) MCP-1, (C) IL-6 na medula espinal lombar ao 2° dia pés SDRC-I. Os dados sé&o
expressos como % do controle. A concentragdo de IL-4 foi de 19+16,28 pg/mg de proteina. A
concentragao de MCP-1 foi de 3,68+0,86 pg/mg de proteina. A concentragao de IL-6 foi de 0,14+0,04
pg/mg de proteina. Os dados foram analisados estatisticamente por ANOVA de duas vias, seguida do
teste post-hoc de Tukey.

Por fim, para investigar a relagdo da SDRC-I com mudangas nas estruturas
envolvidas no processamento central da dor no SNC, analisamos o imunoconteudo do
receptor y-opioide em amostras de tronco encefalico e cortex pré-frontal ao 14° dia apos
a indugéao, que representa a fase cronica da SDRC-I (Figura 21). O imunoconteudo dos
receptores p-opioides nao apresentou alteragcdo significativa no tronco encefalico dos
animais submetidos ao modelo da SDRC-I quando comparado ao grupo Sham (Figura
21A). Ja no cortex pre-frontal, o imunoconteudo de receptores p-opioides foi
significativamente maior nos animais do grupo SDRC-I (p = 0,003) quando comparados

aos animais do grupo Sham (Figura 21B).
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Figura 21 — A indug&o do modelo da SDRC-I aumenta o imunoconteudo do receptor p-
opioide no cortex pré-frontal.
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Fonte: Elaborada pela autora.

Legenda: (A) Imunoconteudo de receptores p-opioide em unidades arbitrarias no tronco encefalico e (B)
cortex pré-frontal aos 14° dias pds indugcdo da SDRC-I. Os dados s&o expressos como média + desvio
padréo, analisados estatisticamente por meio do teste t ndo pareado. ** p <0,01 para comparagdes entre
os grupos Sham vs. SDRC-.
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5.4 DISCUSSAO

Este estudo mostra que a indugcdo do modelo da SDRC-I por isquemia/reperfuséo
da pata, induz a presenga de edema, aumento da temperatura e respostas nociceptivas
aumentadas a estimulos térmico frio e mecanico. Ao estender nossa investigagcéo para
outros sinais de SDRC-l, como comportamentos de dor espontanea, respostas
nociceptivas processadas por estruturas supraespinais relacionadas a dor, e expressdes
faciais de dor, ndo foram observadas mudancgas significativas. Além disso, exploramos
mediadores inflamatorios periféricos e centrais potencialmente envolvidos na SDRC-I. A
inducdo da SDRC-I aumentou os niveis de TNF na pele da pata dos animais na fase
aguda. Nossos dados ndo demonstraram alteragdes nos niveis de TNF no musculo, soro,
medula espinal, tronco encefalico e cortex pré-frontal, bem como nos niveis de |L-4,
MCP-1 e IL-6 na medula espinal e nos niveis de BDNF na medula espinal, tronco
encefalico e cértex pré-frontal na comparacédo dos animais SDRC-I com os animais
Sham. Houve um aumento significativo no imunoconteudo de receptores p-opioides no
cortex pre-frontal, mas ndo no tronco encefalico. Juntos, esses achados sugerem relagéo
dos sinais classicos de edema, hiperemia, alodinia térmica ao frio e mecanica com o
sistema opioide endégeno no modelo experimental da SDRC-I em camundongos.

A indugdo do modelo animal da SDRC-I causou edema e hiperemia da pata, e
alodinia aos estimulos térmico ao frio e mecanico. Esses resultados vao de acordo com
a literatura, uma vez que esse modelo de indugédo por isquemia/reperfusao da pata &
reconhecido por induzir hiperemia, edema e hiperalgesia mecéanica e fria em ratos
(CODERRE; XANTHOS; FRANCIS; BENNETT, 2004) e camundongos (MILLECAMPS;
LAFERRIERE; RAGAVENDRAN; STONE et al., 2010). A presengca de edema pode
variar, tanto em func&o do género quanto do modelo, e quanto ao tempo apods a indugéo
da SDRC-I (BRUEHL, 2015). Apesar de variavel, em modelos animais, seu inicio é
demarcado entre o 1° e 3° dia, com regress&o até o 14° dia (DE PRA; ANTONIAZZI;
FERRO; KUDSI et al., 2019; KLAFKE; DA SILVA; ROSSATO; DE PRA et al., 2016;
MAZZARDO-MARTINS; SALM; WINKELMANN-DUARTE; FERREIRA et al., 2018).
Individuos com SDRC-I apresentam os sinais de hiperemia e edema de forma nao
continua, que podem ser observados por periodos breves ou prolongados (BRUEHL;
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MAIHOFNER; STANTON-HICKS; PEREZ et al., 2016). Depois da dor, a presenca de
edema é o sinal mais comum da SDRC (BIRKLEIN; DIMOVA, 2017; BRUEHL, 2015).
Percebe-se assim uma forte associagao entre a sintomatologia classica humana e aquela
observada em animais submetidos a esse modelo (HALICKA; VITTERSQ; PROULX;
BULTITUDE, 2020).

A dor é uma experiéncia multidimensional, que inclui tanto componentes
sensoriais-discriminativos, quanto motivacionais-afetivos e cognitivos-avaliativos (RAJA;
CARR; COHEN; FINNERUP et al., 2020). Assim, a fim de alcangar um espectro mais
amplo de avaliagdo da dor, analisamos a locomocido espontanea no teste de campo
aberto como uma estratégia para inferir a presencga dor espontanea e de comportamento
tipo-ansioso. O teste de campo aberto € comumente utilizado para avaliar alteragbes
locomotoras, mas ndo com relagao direta a presenga de dor espontanea (SHI; GUO; LlI;
SAHBAIE et al., 2018; TAJERIAN; LEU; ZOU; SAHBAIE et al., 2014; TEKUS; HAJNA;
BORBELY; MARKOVICS et al., 2014). A presenga de dor espontanea acarretaria em
uma menor distancia percorrida, enquanto o comportamento tipo-ansioso em uma menor
exploragédo das diferentes areas do aparato (KREMER; BECKER; BARROT; YALCIN,
2021). Nossos dados ndo demonstraram diferengas significativas entre os grupos no
teste de campo aberto. O que também foi observado em outros estudos que aplicaram
o teste neste modelo (MAZZARDO-MARTINS; SALM; WINKELMANN-DUARTE;
FERREIRA et al., 2018; NUCCI; MAZZARDO-MARTINS; STRAMOSK; BRETHANHA et
al., 2012; TEKUS; HAJNA; BORBELY; MARKOVICS et al., 2014).

Respostas ndo evocadas a dor refletem um maior grau de complexidade
comportamental e neural (VIERCK; YEZIERSKI, 2015). Apesar disso, a grande maioria
dos testes utilizados nas pesquisas pré-clinicas em dor ndo avaliam respostas nao
evocadas ou aspectos afetivos e cognitivos da dor (MOGIL, 2019; TUTTLE; MOLINARO;
JETHWA; SOTOCINAL et al., 2018). A maioria absoluta dos estudos com modelos
animais da SDRC avalia a nocicepgao apenas com testes reflexos, o que leva a achados
que nao englobam de forma completa todo o espectro da dor (CODERRE; XANTHOS;
FRANCIS; BENNETT, 2004; DE MOS; LAFERRIERE; MILLECAMPS; PILKINGTON et
al., 2009; MILLECAMPS; LAFERRIERE; RAGAVENDRAN; STONE et al., 2010). Uma

vez que o foco das pesquisas com animais seja a translagédo clinica, analises com
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respostas ndo evocadas e que englobem outros componentes da dor devem ser mais
exploradas (CHAPMAN; VIERCK, 2017; MOGIL, 2019).

Acrescentando as analises comportamentais do nosso estudo, realizamos o teste
de fuga/esquiva e o teste de esquiva ao estimulo mecénico. A decisao de fugir ou evitar
um estimulo em paradigmas depende, em parte, das intensidades relativas do estimulo,
bem como do estado motivacional do animal para sua tomada de decisdo (HARTE;
MEYERS; DONAHUE; TAYLOR et al., 2016; VIERCK; YEZIERSKI, 2015). Esse fato é a
principal diferenga para testes de resposta reflexa, que ndo requerem ativagéo de regides
supraespinais, diretamente relacionadas aos aspectos multidimensionais da dor
(HARTE; MEYERS; DONAHUE; TAYLOR et al., 2016; VIERCK; YEZIERSKI, 2015). Os
animais submetidos a inducdo da SDRC-I ndo apresentaram alteragcbes para
fuga/esquiva ao estimulo aversivo na fase aguda e cronica avaliadas. Esse resultado &
inédito, uma vez que os aspectos cognitivos e emocionais da dor ndo foram explorados
nesse modelo. Atengdo e emocgao sdo capazes de modular a dor, com impacto direto
sob o planejamento e execugéo de agdes (BUSHNELL; CEKO; LOW, 2013). Além disso,
sabe-se que a fungdo cognitiva e emocional € afetada em individuos com dor crénica
(MORIARTY; MCGUIRE; FINN, 2011). Estes individuos apresentam tempo de reacéo
maior em testes cognitivos e pior desempenho em fungdes executivas (ANTEPOHL,;
KIVILOOG; ANDERSSON; GERDLE, 2003; VERDEJO-GARCIA; LOPEZ-
TORRECILLAS; CALANDRE; DELGADO-RODRIGUEZ et al., 2009). Talvez seja
necessario explorar diferentes intensidades de estimulos aversivos, bem como periodos
mais cronicos para observar alteragdes cognitivas relacionadas a dor.

Nosso estudo destaca pela primeira vez na literatura a avaliagado de expressdes
faciais como componente afetivo da dor no modelo animal da SDRC-I. As expressdes
faciais de dor s&o correlacionadas ao componente afetivo da dor em roedores (TUTTLE;
MOLINARO; JETHWA; SOTOCINAL et al, 2018). Em nossos resultados, nao
observamos alteragbes causadas pela indu¢do da SDRC-| nas expressdes faciais de
dor. Langford et al. (2010), de forma semelhante aos nossos dados, ndo observou
expressodes faciais de dor em camundongos em analises feitas a 1, 7 ou 14 dias apos a
inducdo de modelo de dor neuropatica por lesdo nervo isquiatico. Ja Schneider et al.

(2017) mostraram um aumento significativo nas expressodes faciais de dor em ratos com
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dor neuropatica pos-lesdo medular espinal 4 semanas apos indugdo. Ainda ndo ha
consisténcia na duracdo das expressdes faciais na literatura explorando diferentes
modelos experimentais de dor neuropatica (MOGIL; PANG; SILVA DUTRA;
CHAMBERS, 2020). Fatores como a hora do dia, sexo e estresse podem induzir
diferentes expressdes faciais em camundongos, ressaltando que explorar essas
variaveis no modelo da SDRC-I seja relevante em futuros estudos (MILLER; LEACH,
2015).

Uma resposta inflamatdria inicial exacerbada € uma caracteristica determinante
para o desenvolvimento de SDRC-I (CODERRE; XANTHOS; FRANCIS; BENNETT,
2004; DAVID CLARK; TAWFIK; TAJERIAN; KINGERY, 2018; HALICKA; VITTERS®;
PROULX; BULTITUDE, 2020; KINGERY, 2010; RUSSO; GEORGIUS; PIRES; HENG et
al., 2020). Em grande parte dos traumas iniciais da SDRC-I, as citocinas pro-
inflamatodrias estao elevadas (DAVID CLARK; TAWFIK; TAJERIAN; KINGERY, 2018;
KESSLER; YOO; CALISOFF, 2020). Ha maior concentragdo de TNF, IL-6 e IL-13 no
fluidlo do membro afetado de individuos com SDRC-I (HEIJMANS-ANTONISSEN,;
WESSELDIJK; MUNNIKES; HUYGEN et al., 2006; HUYGEN; DE BRUIJN; DE BRUIN;
GROENEWESG et al., 2002). Assim como nos ensaios clinicos, as evidéncias pré-clinicas
ainda nao apresentam um consenso sobre o perfil temporal das citocinas inflamatorias
(BIRKLEIN; DIMOVA, 2017; LINNMAN; BECERRA; BORSOOK, 2013). Assim como
nossos resultados, Klafke et al. (2016) e Hsiao et al. (2019) também verificaram niveis
aumentados de TNF na pele da pata durante a fase inflamatoria aguda no modelo animal
da SDRC-I por isquemia/reperfusdo. Ja em fase crbnica, apos 14 dias de inducédo, o
aumento dos niveis de TNF na pele n&o ¢é verificado no modelo de isquemia/reperfuséo
(KLAFKE; DA SILVA; ROSSATO; DE PRA et al., 2016). Nossos resultados nao
apresentaram alteragdes nos niveis de TNF referentes ao soro e musculo nos tempos
avaliados. Ja Santos et al. (2021) analisaram amostras de musculo da pata, e verificaram
um aumento de TNF e IL-1B na fase inflamatéria deste modelo. Esse aumento de
citocinas pro-inflamatdrias também é visto na pele, sangue e liquido cefalorraquidiano de
individuos com SDRC (SCHINKEL; GAERTNER; ZASPEL; ZEDLER et al., 2006).

Mecanismos periféricos ndo podem explicar completamente a cronificacéo e

permanéncia de sinais da SDRC, uma vez que a resposta inflamatoria seja resolvida
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(HALICKA; VITTERSY; PROULX; BULTITUDE, 2020). Nossos dados nao
demonstraram um aumento nos niveis de TNF na medula espinal com a indugédo da
SDCR-I em nenhum dos tempos analisados. Também n&o verificamos alteragdo nos
niveis de IL-4, IL-6 e MCP-1 na medula espinal. Apesar disso, a literatura demonstra um
aumento de IL-18 e TNF na medula espinal em fase crénica do modelo da SDRC-I por
isquemia/reperfusdo (BELMONTE; MARTINS; SALM; EMER et al., 2018; CHEN; YIN;
HU; LIU et al., 2020; SEO; GIL; CHOE; LEE et al., 2020). E provavel que essa
discrepancia esteja relacionada aos diferentes métodos que foram utilizados para
avaliagdo das citocinas nestes estudos.

Outro ponto relevante para a exploragao do papel da medula espinal na SDRC-I,
se relaciona a exposi¢ao de mediadores inflamatorios na periferia e ao desenvolvimento
de sensibilizagéo central (GONCALVES DOS SANTOS; DELAY; YAKSH; CORR, 2019;
TRACEY; WOOLF; ANDREWS, 2019). A entrada de estimulos nociceptivos do local da
lesdo por um tempo prolongado ou intensidade incomum podem aumentar a
excitabilidade do SNC (WOOLF, 2011). O principal sinal clinico da sensibilizagao central
€ a presencga de alodinia, hiperalgesia ou dor espontanea, devido ao aumento da
excitabilidade dos neurdnios da medula espinal e da reatividade das células gliais
(GREENWALD; SHAFRITZ, 2018; WOOLF, 2011). O aumento da reatividade da
micréglia e dos astrécitos produz ainda mais citocinas pro-inflamatérias (GREENWALD;
SHAFRITZ, 2018; GUO; WANG; WATANABE; SHIMIZU et al., 2007). TNF, IL-1B, e IL-6
liberados pelos astrocitos na medula espinal aumentam a condutividade dos receptores
AMPA e NMDA, aumentando a excitabilidade neuronal e a intensidade da dor
(GONCALVES DOS SANTOS; DELAY; YAKSH; CORR, 2019; MILLIGAN; WATKINS,
2009).

Para explorar de forma plena a dor e a sensibilizagdo central, € preciso abordar
toda a via somatossensorial e ndo apenas a medula espinal (MILLIGAN; WATKINS,
2009). Dessa forma, também analisamos os niveis de TNF no tronco encefalico e no
cortex pré-frontal. Além do envolvimento na sensibilizagdo central, essas regides séo
responsaveis pela controle descendente da dor e tomada de decisdo frente a um
estimulo nocivo (APKARIAN; BUSHNELL; TREEDE; ZUBIETA, 2005; ONG; STOHLER;
HERR, 2019). Nossos dados n&o demostraram niveis aumentados de TNF no tronco
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encefalico e no coértex pré-frontal nos animais submetidos a SDRC-I. Niveis aumentados
de citocinas inflamatérias na medula espinal podem elevar os niveis de citocinas
inflamatorias encefalicas a partir da ativagéo glial relacionada a sensibilizagdo central
(GONGCALVES DOS SANTOS; DELAY; YAKSH; CORR, 2019). Essas alteragdes a nivel
encefalico ocorrem tanto em fase aguda quanto cronica da SDRC (HALICKA;
VITTERS@; PROULX; BULTITUDE, 2020; LINNMAN; BECERRA; BORSOOK, 2013).
Individuos com SDRC frequentemente apresentam alteracbes no tronco encefalico,
cortex somatossensorial, cortex cingulado e cortex pré-frontal (LINNMAN; BECERRA;
BORSOOK, 2013). Covey et al. (2002) demostraram aumento dos niveis de TNF nessas
regides encefalicas em um modelo de dor neuropatica em ratos. Bobinski et al. (2015),
em um modelo de lesdo de nervo periférico, verificaram um aumento de TNF e IL-18 no
tronco encefalico. Até o momento, este é o primeiro estudo que explorou os niveis de
citocinas pré-inflamatorias em estruturas encefalicas no modelo da SDRC-I.

Outro ponto ressaltado na literatura € o de que o BDNF impacta na sensibilizagao
e facilitagdo das respostas nociceptivas (CAPPOLI; TABOLACCI; ACETO; DELLO
RUSSO, 2020). Uma excitabilidade neuronal aumentada em resposta a dor e a presenca
de mediadores inflamatérios também podem levar a um aumento dos niveis de BDNF
(MILLIGAN; WATKINS, 2009). Esse fato ocorre apos a liberagdo de um segundo
conjunto de mediadores inflamatoérios, dentre eles, MCP-1 (SMITH, 2014). A microglia
ativada e interagindo com segundos mediadores, permite um aumento do influxo de Ca?*
e maior liberagdo de BDNF (BEGGS; TRANG; SALTER, 2012; SMITH, 2014).
Lentamente, o BDNF promove altera¢des na atividade neuronal, reforcando o processo
de sensibilizagdo central e contribuindo para o incremento da dor (BEGGS; SALTER,
2013; SMITH, 2014).

Nossos dados ndo mostraram diferengas significativas nas diferentes regides do
SNC analisadas em relag&o aos niveis de BDNF apds a indugédo da SDRC-I. Tajerian et
al. em (2014) e (2015) verificaram os niveis de BDNF na medula e em estruturas
encefalicas no modelo da SDRC-I por fratura de tibia. Hd uma diminuicdo dos niveis de
BDNF na medula espinal, no cortex perirrinal e no hipocampo (TAJERIAN; LEU; YANG;
HUANG et al., 2015; TAJERIAN; LEU; ZOU; SAHBAIE et al., 2014). Guo et al. (2006)

mostraram, em um modelo de dor inflamatéria na pata, um aumento dos niveis de BDNF
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na substancia cinzenta periaquedutal. Bobinski et al. (2018) verificaram que apds leséo
de nervo periférico ocorre aumento dos niveis de BDNF na medula espinal de
camundongos, associado a presenga de hiperalgesia. Como alvo critico no processo de
sensibilizacdo e cronificacdo, hipotetizamos que o BDNF deve ser explorado em
periodos mais crénicos no modelo da SDRC-I por isquemia/reperfusao.

Além da inflamacgao, ha forte influéncia do sistema opioide nos aspectos cognitivos
e emocionais da dor. A substancia cinzenta periaquedutal integra as informagdes vindas
das areas corticais para modular diferentes comportamentos (BAGLEY; INGRAM, 2020).
O cortex pré-frontal, recebe projegdes da insula, referentes a intensidade da dor, e do
cortex parietal, quanto a aspectos especiais (ONG; STOHLER; HERR, 2019). Proje¢des
do talamo e da amigdala para o cortex pré-frontal agregam fatores referentes a memorias
de trabalho e medo relacionados a dor (ONG; STOHLER; HERR, 2019). Assim, quando
suas projegdes seguem para a substancia cinzenta periaquedutal no tronco encefalico,
ha influéncia sobre o componente executivo de planejamento e execug¢ao de resposta a
dor (ONG; STOHLER; HERR, 2019).

Destaca-se ainda que, os neurdnios da substancia cinzenta periaquedutal
apresentam maior densidade de receptores opioides (BAGLEY; INGRAM, 2020; LAU;
WINTERS; VAUGHAN, 2020). Os receptores opioides atuam na inibicdo da
excitabilidade neuronal, produzindo efeito analgésico (HOLDEN; JEONG; FORREST,
2005; WALDHOER; BARTLETT; WHISTLER, 2004). Nossos resultados sdo inéditos e
demonstram que a indugcdo da SDRC-I aumenta o imunoconteudo dos receptores p-
opioides no cortex pré-frontal, mas ndo no tronco encefalico. Gomtsian et al. (2018)
verificaram em um modelo de dor neuropatica cronica por lesao de nervo periférico, que
ratos apresentam redugao de receptores opioides na insula, nucleo caudado, putamem
e cortex motor. Uma vez que o aumento de receptores y-opioides esteja relacionado a
analgesia (HOLDEN; JEONG; FORREST, 2005; WALDHOER; BARTLETT; WHISTLER,
2004), essa alteragao pode ser uma resposta adaptativa a dor no modelo da SDRC-I.
Dessa forma, hipotetizamos que o aumento dos receptores p-opioides no cortex preé-
frontal seja determinante para a auséncia de altera¢gdes nos comportamentos cognitivos

e emocionais avaliados nesse estudo.
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5.5 CONCLUSAO

O fato de que o entendimento sobre porque algumas pessoas desenvolvem a
SDRC e outras com traumas semelhantes ndo, € a exemplificacdo de que os
mecanismos fisiopatologicos da SDRC n&o estdo completamente elucidados na
literatura cientifica. O presente estudo mostrou que os sinais classicos de edema,
hiperemia e respostas nociceptivas reflexas e a auséncia de comportamentos cognitivos
e emocionais relacionados a dor, relacionam-se ndo s6 ao aumento do TNF na pele em
fase aguda, como também ao aumento dos receptores p-opioides no coértex pré-frontal
em fase crbnica. Também apresentamos algumas limitagdes, incluindo aquelas
inerentes ao uso de modelos animais de dor e o valor translacional dos dados adquiridos.
Estudos mostram diferengas sexuais na reagao a dor e esse fato nao foi explorado com
camundongos fémeas em nossos dados. As mudancgas no perfil inflamatério ndo so6 a
nivel periférico, mas principalmente em estruturas supraespinais devem ser alvo de mais
pesquisas. Dessa forma, surgirdo oportunidades de entendimento claro da SDRC, sendo
possivel elaborar estratégias de prevengao e tratamento eficientes para uma translagéo

clinica otimizada.
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6 CONCLUSAO

A SDRC é fascinante, complexa e claramente exemplifica a dor como uma
doencga. A compreensdo da SDRC apresentou avangos significativos nos ultimos anos,
principalmente no que se refere a estudos preé-clinicos, que a médio e longo prazo podem
repercutir no desenvolvimento de estratégias de tratamento e prevencgéo. Estes estudos
nos permitem concluir que apesar de ndo haver um mecanismo fisiopatolégico
estabelecido, ha evidentemente a influéncia multifatorial tanto para iniciagdo quanto para
estabelecimento da SDRC. As pesquisas pré-clinicas devem se concentrar em abranger
a heterogeneidade apresentada pelos individuos com SDRC, bem como aprimorar a
qualidade metodoldgica, para que ocorra uma translagédo eficiente em curto prazo. O
entendimento dos aspectos biopsicossociais da dor € emergente em estudos clinicos, e
precisa ser devidamente explorado com analises comportamentais que abranjam estes

aspectos também nos estudos pré-clinicos.
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Animal review

1. " Review title.

Give the working title of the review. This must be in English. The titie should have the interventions or
exposures being reviewed and the associated health or social problems.

Animal models of Complex Regional Pain Syndrome: a systematic review

2. Original language title.

For reviews in languages other than English, this field should be used to enter the title in the language of the
review. This will be displayed together with the English language title.

Modelos animais da Sindrome da Dor Regional Complexa: uma revis@o sistematica

3. * Anticipated or actual start date.
Give the date when the systematic review commenced, or is expected to commence.

20/06/2019

4. * Anticipated completion date.
Give the date by which the review is expected to be completed.
2012/2019

5. * Stage of review at time of this submission.

Indicate the stage of progress of the review by ticking the relevant Started and Completed boxes. Additional
information may be added in the free text box provided.

Please note: Reviews that have progressed beyond the point of compleling data extraction at the time of
initial registration are not eligible for inclusion in PROSPERO. Should evidence of incorrect status and/or
completion date being supplied at the time of submission come to light, the content of the FROSPERO
record will be removed leaving only the title and named contact details and a statement that inaccuracies in
the stage of the review date had been identified.

This field should be updated when any amendments are made to a published record and on completion and
publication of the review.

The review has not yet started: No
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Review stage Started Completed
Preliminary searches Yes No
Piloting of the study selection process No No
Formal screening of search results against eligibility criteria
Data extraction No No
Risk of bias {quality) assessment No No
Data analysis No No
Provide any other relevant information about the stage of the review here (e.g. Funded proposal, protocol not
yet finalised).
PROBMERGeagitteation

Reviewers trainning

PROSMERGeagttestion

Reviewers trainning

6. * Named contact.

The named contact acts as the guarantor for the accuracy of the information presented in the register record.

Juliete Palandi

Email salutation (e.g. "Dr Smith" or "Joanne") for correspondence:
Miss Palandi

7. " Named contact email.

Enter the electronic mail address of the named contact.

julietepalandi@gmail.com

8. * Named contact address.

Enter the full postal address for the named contact.
Detparatnen b6 NioahyEathstior CERparioh Sitdtiginal Sciences
Federal University of Santa Catarina

Trindade, Florianopolis, SC, Brazil

9. Named contact phone number

Enter the telephone number for the named contact, including international dialling code.

+55 48 37212480

10. * Organisational affiliation of the review.
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Full title of the organisational affiliations for this review and website address i available. This field may be
completed as 'none’ if the review is not affiliated to any organisation.

NealthsSeince & Bstiprduat & Rrguram eitivat il eéSdyibl S:unie Latmna

Organisation web address:
ufgsibr

11. * Review team members and their organisational affiliations.

Give the title, first name and last name of all members of the team working directly on the review. Give the
organisational affiliations of each member of the review team.

Miss Juliete Palandi. Federal University of Santa Catarina

Dr Marcelo Farina. Federal University of Santa Catarina

Dr Franciane Bobinski. University of South of Santa Catarina

Dr Josiel Mileno Mack. University of South of Santa Catarina

Miss Isabela Longo de Aradjo. University of South of Santa Catarina

12. * Funding sources/sponsars.

Give details of the individuals, erganisations, groups or other legal entities who lake responsibility for
initiating, managing, sponsoring and/or financing the review. Any unigue identification numbers assigned to
the review by the individuals or bodies listed should be included.

MCTI/CNPq (28/2018), FAPESC (03/2017)

13. " Conflicts of interest.

List any conditions that could lead to actual or perceived undue influence on judgements concemning the
main topic investigated in the review.

MNone

14. Collaborators.

Give the name, affiliation and role of any individuals or organisations who are warking on the review but who
are not listed as review team members.

15. * Review guestion.
Give details of the question to be addressed by the review, clearly and precisely.

What are the animal models used to mimic Complex Regional Pain Syndrome?

Context and rationale

Provide a brief description of the context and rationale of the review, including information on the relevance
of your review for human health (max 250 words).

This systemnatic review aims to provide a comprehensive framework of the current animal models for
investigating Complex Regional Pain Syndrome (CRPS) and categorize them based on the aims, patterns

and kinds of injury, and outcome measurements and animal species.
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16. * Searches.

Give details of the sources to be searched, and any restrictions (e.g. language or publication period). The full
search strateqgy is not required, but may be supplied as a link or attachment

We will search the following databases: MEDLINE (PubMed); ScienceDirect. There won't be restriction for
language or publication period. The full search strategy (see PDF} is based on two search components:
“Complex Regional Pain Syndrome” and “Animal Models". We will screen the reference lists of included
studies for additional eligible studies not retrieved by our search.

17. URL to search strategy.

Give a link to the search strategy or an example of a search strategy for a specific database if available
{Including the keywords that will be used in the search strategies).

hitps:/fwww.crd.york.ac.ukfPROSPEROFILES/138839_STRATEGY _20190613.pdf

Alternatively, upload your search strategy to CRD in pdf formal. Please note that by doing so you are
consenting to the file being made publicly accessible.

Do not make this file publicly available until the review is complete

18. * Human disease modelled.

Give a short description of the disease, condition or healthcare domain being modelled.

Complex Regional Pain Syndrome; Pain.

19. * Animals/population.

Give summary criteria for the animals being studied by the review, e.q. species, sex, details of disease
model. Please include details of both inclusion and exclusion criteria.

Inclusion criteria:
All animal models with the experimental characteristics of Complex Regional Pain Syndrome.

Exclusion criteria:
Animals do not developed the characteristics of Complex Regional Pain Syndrome; ex vivo, in vitro and in

silico models; studies in humans.

20. * Intervention(s), exposure(s).

Give full and clear descriplions of the nature of the interventions or the exposures to be reviewed (e.g.
dosage, timing, frequency). Please include details of both inclusion and exclusion criteria.

Inclusion criteria:

All procedures to induce Complex Regional Pain Syndrome.

Exclusion criteria:
All procedures to induce a characteristic but is not assumed as Complex Regional Pain Syndrome.
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21. * Comparator(s)/control.

Where relevant, give details of the type(s) of contral interventions against which the experimental
condition{s) will be compared (e.g. ancther intervenlion or a non-exposed control group). Please include
details of both inclusion and exclusion criteria.

Inclusion criteria:

Healthy/naive/control animals.

Exclusion criteria;
All other interventions/ireatment groups.

22. * Study designs to be included.

Give details of the study designs eligible for inclusion in the review. If there are no restrictions on the types of
study design eligible for inclusion, or certain study types are excluded, this should be stated. Please include
details of both inclusion and exclusion criteria.

Inclusion criteria:

Preclinical studies with a control group.

Exclusion criteria:
Clinical studies, reviews, case studies, cross-over studies, preclinical studies without a control group.

23. Other selection criteria or limitations applied.

Give details of any other inclusion and exclusion criteria, e.g. publication types (reviews, conference
abstracts), publication date, or language restrictions.

MtlasgearEeriall publication dates.

24. * OQutcome measure(s).

Give detail of the cutcome measures to be considered for inclusion in the review. Please include details of
both Inclusion and exclusion criteria.

Inclusion criteria;

A behavioral assessment related to nociception, temperature, edema or function; a biochemical inflammation

component assessment.

Exclusion criteria:

No relevant outcomes reported.

25. NIA.

This guestion does not apply lo systematic reviews of animal studies for human health submissions.
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26. * Study selection and data extraction.

Procedure for study selection
Give the procedure for selecting studies for the review, including the screening phases (title and/or title-
abstract and/for full-text), the number of researchers involved, and how discrepancies will be resolved.

Searches will be conducted by one researcher. The title and abstract will be screened by two reviewers to
identify relevant studies. Both reviewers will be blinded to authors, journals and results. The references list
will be sereened to identify further relevant studies. The full text of these eligible studies will be assessed by
eligibility criteria by two reviewers. Disagreement and discrepancies will be resolved by consensus after

discussion with a third reviewer.

Prioritise the exclusion criteria

Multiple exclusion criteria may apply fo an abstract/paper, which can cause discrepancies between reviewers
in the reason for exclusion recorded. To avoid this; it is helpful to prioritize the exclusion criteria {e.g. 1) not
an animal study; 2) not a myocardial infarction model, ete.) and record the highest ranking applicable
criterion as the reason for exclusion. Please sort the exclusion criteria defined in questions 19 to 24. If
applicable, do so for each screening phase.

iehitifieaioageh esgtrictions;

2. No publication date resfrictions;

Screening and eligibility phase:

1. No preclinical study;

2. No animal model of Complex Regional Pain Syndrome;

3. No behavioral assessment related to nociception, temperature, edema or function; biochemical

inflammation assessment.

Methods for data extraction

Describe methods for data extraction, including the number of reviewers performing data extraction,
extraction of data from text and/or graphs, whether and how authors of eligible studies will be contacted to
provide missing or additional data, etc.

A form will be used to extract data from the included studies for assessment of study quality and evidence
synthesis. Extracted infarmation will include: animal model characteristics, CRPS intervention characteristics,
behavioral assessments, biochemical assessments, study design, other relevant characteristics. Missing

data will be requested from study authors.

Data to be extracted: study design

Specify the data to be extracted related to characteristics of the study design, e.g. controlled versus cross-
aver, number of exparimental groups, ele.

Number of animals per experiment, presence of a control group, randomization process reported, power

calculation reported.
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Data to be extracted: animal model

Specify the data to be exiracted related to characteristics of the animal model, e.g. species, sex of the
animals, etc.

Sftrain, age, gender, weight.

Data to be extracted: intervention of interest
Specify the data to be exiracted related to characteristics of the intervention of interest, e.g. dose, timing, etc,

Type, time, other relevant informations.

Data to be extracted: primary outcome(s)

Define the pnimary outcome measure(s). For each outcome measure, specify in which format data will be
extracted, including the eligible units of measurement, and data type (continuous/dichotomous). A
description of any other manipulation or transformation of the extracted data that is planned may be
included.

Behavioral assessment related to nociception, temperature, edema or function.

Data to be extracted: secondary outcome(s)

Define the secondary outcome measure(s). For each outcome measure, specily in which format data will be
exiracted, including the efigible units of measurement, and data type (continuous/dichotomous). A
description of any other manipulation or transformation of the extracted data that is planned may be
included.

Biochemical inflammation assessment; other relevant outcomes reported.

Data to be extracted: other

Specify any other data or study characteristics to be extracted, e.q. bibliographical details, such as author,
year and language.

Authors, research group, author's email, journal, volume, year, pages.

27. * Risk of bias and/or quality assessment.

State whether and how risk of bias and/or study quality will be assessed. Assessment tools specific for pre-
clinical animal studies include SYRCLE's risk of bias tocl and the CAMARADES checklist for study quality

No risk of bias and/or quality assessment planned

Na

By use of SYRCLE's risk of bias tool

Yes

By use of SYRCLE's risk of bias tool adapted as follows:
No

By use of the CAMARADES chechlist for study quality
Yes

By use of the CAMARADES chechlist for study quality, adapted as follows:
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Other criteria, namely
Yes

ARRIVE Checklist

Maethod for risk of bias and/or quality assessmenit

Give the procedure for the risk of bias and/or quality assessment, including the number of reviewers
involved, their contribution, and how discrepancies will be resolved.

The risk of bias, study quality and writing of the included studies will be assessed by SYRCLE's risk bias
tool, CAMARADES checklist and ARRIVE checklist by two reviewers. Both reviewers will be blinded to
authors and journals. Disagreement and discrepancies will be resolved by consensus after discussion with a

third reviewer.

28. * Strategy for data synthesis.

Planned approach

Far each outcome measure, specify whether a quantitative or narrative synthesis |s planned and how this
decision will be made,

We will provide a narrative synthesis of the findings from the included studies, structured around the
intervention, animal model characteristics, types of outcomes.

If a meta-analysis is planned, please specify the following:

Effect measure
For each outcome measure, specify the effect measure to be used (e.g. mean difference, odds ratio etc.).

Not apply.

Effect models

For each outcome measure, specify the statistical model of analysis (e.g. random-effects or fixed-effect
model).

Not apply.

Hetercgeneity
Specify the statistical methods to assess heterogeneity (e.g. P, Q). For further guidance please refer to the
intreduction and practical guide to pre-clinical meta-analysis.

Not apply.

Other

Specify other details of the meta-analysis methodology (e.g. correction for multiple testing, correction for
multiple use of control group).
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29. * Analysis of subgroups or subsets.

Subgroup analyses

Give any planned exploration of subgroups or subsets within the review. 'None planned’ is a valid response
il no subgroup analyses are planned.

This will be a qualitative synthesis and subgroup analyses may be undertaken it is not possible to specify.

Sensitivity
For each outcome measure, specify any sensitivity analyses you propose to perform.

Not apply.

Publication bias

Specify whether an assessmeant of publication bias is planned. If applicable, specity the method for
assessment of publication bias.

Mot apply.
30. * Review type.

Type of review

Animal model review
Yes

Experimental animal exposure review
Na

Pre-clinical animal intervention review
Mo

31. Language.

Select each country individually to add it to the list below, use the bin icon to remove any added in error.
English

There is not an English language summary

32. Country.

Select the couniry in which the review is being carried out from the drop down list. For multi-national
collaborations select all the countries involved.

Brazil

33. Other registration details.

List other places where the systemalic review protocol is registered. The name of the organisation and any
unique identification number assigned to the review by that organisation should be included.

Mone.
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34. Reference and/or URL for published protocol.

Give the citation and link for the published protocol, if there is one.

Animal models of Complex Regional Pain Syndrome: a systematic review

Give the link to the published protocal.

hitps://www.crd.york.ac. uk/PROSPEROFILES/138832_PROTOCOL_20190613.pdf

Altermatively, upload your published protecol to CRD in pdf format. Please note that by doing so you are
consenting to the file being made publicly accessible.

Nao | do not make this file publicly available until the review is complete

Please note that the information required in the PROSPERQ registration form must be completed in full even
if access 1o a protocol is given.

35. Dissemination plans.

Give brief details of plans for communicating essential messages from the review to the appropriate
audiences.

In addition to integrating a doctoral thesis, an article will be submitted in a journal with a high impact factor,

as well as the results will be disseminated in national and international congresses in this research area.

Do you intend to publish the review on completion?
Yes

36. " Keywords.

Give words or phrases thal best describe the review. Separate keywords with a semicolon or new line.

Complex Regional Pain Syndrome; Animal models; Preclinical research; Systematic review.

37. Details of any existing review of the same topic by the same authors.

Give details of earlier versions of the systemaltic review if an update of an existing review is being registered,
including full bibliographic reference if possible.

None.

38. * Current review status.

Review status should be updated when the review is completed and when it is published.
Please provide anticipated publication date

Review_0Ongoing

39. Any additional information.

Provide any further information the review team consider relevant to the regisiration of the review.

MNone.

40. Details of final report/publication(s).

This field should be ieft empty until details of the completed review are available. Give the full citation for the
final report or publication of the systematic review.
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Apéndice B - Protocolo de registro na plataforma SYRF

SYSTEMATIC REVIEW PROTOCOL FOR ANIMAL INTERVENTION STUDIES

ForMAT BY SYRCLE (www.SYRCLE.NL)
VERsion 2.0 (DEcemBER 2014)

Item
#

Section/Subsection/ltem
A. General

Title of the review

Description

Animal models of Complex Regional Pain Syndrome: a
systematic review

Check for
approval

Authors (names, affiliations,

Ms Juliete Palandi! - Elaboration of search strategy,
protocol writing, management of systematic review steps,
systematic review writing;

Dr Marcelo Farina' - Systematic review writing;

2. contribationsy Dr Franciane Bobinski® — Systematic review writing;
Dr Josiel Mileno Mack® — Systematic review writing;
Ms Isabela Lt::ngr:.il = Systematic review writing;
Federal University of Santa Catarina, BR;
University of South of Santa Catarina, BR.
Other contributors (names,
e affiliations, contributions) Not apply.
4, Contact person + e-mail address luliete Palandi, julietepalandi@gmail.com
5. Funding sources/sponsors MCTI/CNPq (28/2018), FAPESC (03/2017).
6. Conflicts of interest There is not conflict of interest to declare.
. Date and location of protoceol il
' registration Florianapolis, 8* June, 2019. u
8. Registration number (if applicable)
9, Stage of review at time of registration PRQSPERO registration, preliminary searches, reviewers
training.
B. Objectives
Background
This systematic review aims to provide a comprehensive
\Wihait Is already kiown abeut this framework of_ the curl_'ent animal models for in\restigat'l_ng
10. |disease/modelfintervention? Why is it Complex Regional P'Tzln Syndrome (CRPS) and categorize
important to do this review? them based on the aims, patterns and klpds of injury, and
outcome measurements and animal species.
Research question
11 Specify the disease/health problem of
© |interest Complex Regional Pain Syndrome
- Specify the population/species All animal models with the experimental characteristics of
" | studied Complex Regional Pain Syndrome
13. |Specify the intervention/exposure All procedures to induce Complex Regional Pain Syndrome
14. | Specify the control population Healthy/naive/ control animals
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Behavioral assessments related to nociception,
15. |Specify the outcome measures temperature, edema ou function; biochemical
inflammation component assessment.,
State your research question (based | What are the animal models used to mimic Complex
45, on items 11-15) Reiinnal Pain Syndrome?
Search and study identification
® MEDLINE via PubMed  [Iweb of Science
Identify literature databases to search Clscorus [CIEMBASE
17. |(e.g. Pubmed, Embase, Web of
seience) ® Other, namely: Science Direct
DSpeciﬁcjnurnaI{s], namely:
Define electronic search strategies
18. |(e.g. use the step by step search [Search strategy PDF]
guide’® and animal search filtersi:y)
® Reference lists of included studies
[0 Books
15 Identify other sources for study [0 Reference lists of relevant reviews
identification O conference proceedings, namely:
O contacting authors/ organisations, namely:
0 other, namely:
20. Define search strategy for these other
SOUFCES
Study selection
The title and abstract will be selected for identification (1).
Screen the titles and abstracts from the results of the
searches for the selection of trial meeting the predefined
= inclusion criteria (2). The full text of those articles that
Define screening phases (e.g. pre- ; : TEsh
21. |screening based on title/abstract, full appe_ar to meet the mclusmn_crn_errla should be then be
text screening, both) ob‘ta‘med and accessed for E|I_glbl11t-'5l' (3). Th?se full text
studies that do not meet the inclusion criteria should be
added to the table of excluded studies and a reason
provided for their inclusion.
(1} One reviewer.
Specify (a) the number of reviewers (2) Two reviewers.
22. | per screening phase and (b} how (3) Two reviewers.
discrepancies will be resolved Disagreement and discrepancies will be resolved by
consensus after discussion with a third researcher.
Define all inclusion and exclusion criteria based on:
Inclusion criteria: preclinical studies with a control group;
" Exclusion criteria: clinical studies, reviews, case studies,
23. |Type of study (design) i : T
cross-over studies, preclinical studies without a control
group.
3 Type of animals/population (e.g. age, |Inclusion criteria: all animal models with the experimental
" |gender, disease model) characteristics of Complex Regional Pain Syndrome;




Exclusion criteria: animals do not develop the
characteristics of Complex Regional Pain Syndrome.

Type of intervention (e.g. dosage,

Inclusion criteria: all procedures to induce Complex
Regional Pain Syndrome;

25. Rl L rrbd . p—
timing, frequency) Exclusion criteria: all procedures to induce a characteristic
but is not assumed as Complex Regional Pain Syndrome.
Inclusion criteria: behavioral assessment related to
nociception, temperature, edema or function; biochemical
26. [Outcome measures : 4
inflammation assessment;
Exclusion criteria: no relevant outcomes reported.
_— Inclusion criteria: no language restrictions;
27. |Language restrictions Z oy Euag !
Exclusion criteria: not apply.
N + Inclusion criteria: no publication date restrictions;
28. |Publication date restrictions ; o P !
Exclusion criteria: not apply.
Inclusion criteria: not apply.
29. |Other gl PRy
Exclusion criteria: not apply.
Identification phase:
1. No language restrictions;
2. No publication date restrictions;
o " Screening and eligibility phase:
Sort and prioritize your exclusion ne ELH e P
* criteria per selection phase 1. No preclinical study;
e P 2. No animal model of Complex Regional Pain Syndrome;
3. No behavioral assessment related to nociception,
temperature, edema or function; biochemical
inflammation assessment.
Study characteristics to be extracted (for assessment of external validity, reporting quality)
Authars, research group, authar's email, journal, volume
31. |StudyID (e.g. authors, year) ' Erop: d ! !
VEar, pages.
Study design characteristics (e.q. Number of animals per experiment, presence of a control
32. |experimental groups, number of group, randomization process reported, power calculation
animals) reported.
Animal model characteristics (e.g. 4 ;
33. ; % Ieg ,g Strain, age, gender, weight.
species, gender, disease induction)
Intervention characteristics (e.g. i )
34, | E R - Type, time, other relevant informations.
intervention, timing, duration)
Behavioral assessment related to nociception,
35. |Outcome measures temperature, edema or function; biechemical
inflammation assessment.
36. |Other (e.g. drop-outs) Other relevant outcomes reported.
Assessment risk of bias (internal validity) or study guality
Specify (a) the number of reviewers . ; . ; .
as:esz: :Ilhe sk of Bisefstudy sl Two reviewers will be assessing the risk of bias,
37. g : ViR disagreement and discrepancies will be resolved by

ineach study and (b) how
discrepancies will be resolved

consensus after discussion with a third researcher.
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® By use of SYRCLE's Risk of Bias tool®
Define criteria to assess (a) the e
internal validity of included studies By use of SYRCLE's Risk of Bias tool, adapted as follows;
3g, |(€:9. selection, performance, ® By use of CAMARADES' study quality checklist, e.g
detection and attrition bias) and/or : ]
(b) other study quality measures (e.g. By use of CAMARADES' study quality checklist, adapted
reporting gquality, power) as follows:
® (Other criteria, namely: ARRIVE checklist
Collection of outcome data
For each outcome measure, define Assessments for neuropathic pain will be expressed
39, the type of data to be extracted (e.g. |through their units of measure, and with the values of
continuous/dichotomous, unit of mean and standard deviation, interquartile range and
measurement) median or confidence interval,
Methods for data extraction/retrieval
0. (e.g. first extraction from graphs using | Extraction from the tables, graphs, text, or contacting
a digital screen ruler, then contacting |authors by email.
authors)
Specify (a) the number of reviewers Two reviewers will extract the data, disagreement and
41, |extracting data and (b} how discrepancies will be resolved by consensus after
discrepancies will be resolved discussion with a third researcher.
Data analysis/synthesis
Specify {per outcome measure) how
4 you are planning to combinefcompare | For the assessments of dates descriptive analyses will be
" |the data {e.g. descriptive summary, conducted.
meta-analysis)
Specify (per outcome measure) how it
43. | will be decided whether a meta- Not apply.
analysis will be performed
If @ meta-analysis seems feasible/sensible, specify (for each outcome measure):
The effect measure to be used (e.4.
44. | mean difference, standardized mean |Notapply.
difference, risk ratio, odds ratio)
The statistical model of analysis (e.g.
43 random or fixed effects mnd"relh ¢ Notapply.
The statistical methods to assess
48 heterogeneity le.g. I, Q) Notapaly.
Which study characteristics will be
47. | examined as potential source of Not apply.
heterogeneity (subgroup analysis)
a5, Any sensitivity analyses you propose Not apply.
to perform
Other details meta-analysis (e.q.
9. correctfon far multiple testing, Rictapply.
correction for multiple use of control
group)
The method for assessment of
2k iublicaﬂnn bias Nat Zpply;
Final approval by (names, affiliations):
Ms Juliete Palandit Date: 9" june, 2015
Dr Marcelo Farina®
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Dr Franciane Bobinski®

Dr Josiel Mileno Mack®

Ms Isabela Longo®

! Federal University of Santa Catarina, BR
2 University of South of Santa Catarina, BR




Apéndice C — Estratégia de busca detalhada

REVIEW TITLE
Animal models of Complex Regional Pain Syndrome: a systematic review

DATABASE

Medline (Pubmed); Science Direct.

SEARCH STRATEGY

SEARCH COMPONENT 1 (SC1) COMPLEX REGIONAL PAIN SYNDROME
Complex regional pain syndrome
Complex pain syndrome

CRPS type 1

CRPS type 2

Reflex sympathetic dystrophy
Causalgia

Neurodystrophy
Neuroalgodystrophy

Reflex neuromuscular dystrophy
Posttraumatic dystrophy
Ischemia Reperfusion

SEARCH COMPONENT 2 (SC2) ANIMAL MODELS
Animal

Animal model

Animal models

Animal experimentation

SC1 AND SC2

PUBMED

((“Complex regional pain syndrome” OR “Complex pain syndrome”OR “CRPS
type 1”0OR “CRPS type 2” OR “Complex regional pain syndrome type I” OR
“Complex regional pain symdrome type 2" OR “Reflex sympathetic dystrophy”
OR “Causalgia” OR “Neurodystrophy’OR “Neuroalgodystrophy” OR “Reflex
neuromuscular dystrophy” OR “Posttraumatic dystrophy” OR “Peripheral
Ischemia Reperfusion”) AND (“Animal” OR “Animal model” OR “animal models”
OR “Animal experimentation”))

SCIENCE DIRECT

((“Complex regional pain syndrome” OR “Complex pain syndrome” OR "Complex
regional pain syndrome type I" OR "Complex regional pain syndrome type II")
AND ("animal" OR "animal model® OR "animal models" OR "animal
experimentation"))

FILTER SELECTED: RESEARCH ARTICLES; DATA ARTICLES
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Apéndice D - Lista de estudos na etapa de elegibilidade

Animal models of Complex Regional Pain Syndrome: a systematic review

REVIEWER 1 REVIEWER 2 FINAL DECISION

CODE TITLE

1 Changes in cerebrospinal
fluid levels of pro-
inflammatory cytokines in
CRPS

7 Effects of Different
Parameters of Continuous
Training and High-Intensity
Interval Training in the
Chronic Phase of a Mouse
Model of Complex Regional
Pain Syndrome Type |

9 Continuous extradural
analgesia in a cow with
complex regional pain
syndrome

12 Changes of reflexes in
vasoconstrictor neurons
supplying the cat hindlimb
following chronic nerve
lesions: a model for studying
mechanisms of reflex
sympathetic dystrophy?




15

Motor dysfunction and reflex
sympathetic dystrophy.
Bilateral motor denervation in
an experimental model

17

Factor-Xa inhibitors protect
against systemic oxidant
damage induced by
peripheral-ischemia
reperfusion

18

Bimodal Modulation of
Ipsilateral Spinal-Coeruleo-
Spinal Pathway in CRPS: A
Novel Model for Explaining
Different Clinical Features of
the Syndrome

21

A hypothesis for the cause of
complex regional pain
syndrome-type | (reflex
sympathetic dystrophy): pain
due to deep-tissue
microvascular pathology

22

Chronic post-ischemia pain
(CPIP): a novel animal model
of complex regional pain
syndrome-type | (CRPS-I;
reflex sympathetic dystrophy)
produced by prolonged
hindpaw ischemia and
reperfusion in the rat

25

Neurogenic inflammation in
an animal model of
neuropathic pain.
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26

Neurogenic inflammation and
reflex sympathetic dystrophy
(in vivo and in vitro
assessment in an
experimental model)

27

7th International
Immunoglobulin Conference:
Interlaken Leadership
Awards

28

Role of NFkappaB in an
animal model of complex
regional pain syndrome-type
| (CRPS-I)

170

30

Sympathetic or reflex footpad
swelling due to crystal-
induced inflammation in the
opposite foot

31

Dexmedetomidine alleviates
rat post-ischemia induced
allodynia through GRK2
upregulation in superior
cervical ganglia

32

Increased bilateral
expression of alpha1-
adrenoceptors on peripheral
nerves, blood vessels and
keratinocytes does not
account for pain or
neuroinflammatory changes
after distal tibia fracture in
rats

33

Upregulation of alpha1-
adrenoceptors on cutaneous
nerve fibres after partial
sciatic nerve ligation and in
complex regional pain
syndrome type II.




35

Refinement of tourniquet-
induced peripheral
ischemia/reperfusion injury in
rats: comparison of 2 h vs 24
h reperfusion

38

Cellular and behavioural
models to predict responses
to immunoglobulin G
treatment in complex
regional pain syndrome

40

The passive transfer of
immunoglobulin G serum
antibodies from patients with
longstanding Complex
Regional Pain Syndrome

171

43

Continuous intra-arterial
application of substance P
induces signs and symptoms
of experimental complex
regional pain syndrome
(CRPS) such as edema,
inflammation and mechanical
pain but no thermal pain

44

Exaggeration of tissue
trauma induces signs and
symptoms of acute CRPS I,
however displays distinct
differences to experimental
CRPS I

45

In vivo evidence for
apoptosis, but not
inflammation in the hindlimb
muscle of neuropathic rats




47

Substance P signaling
contributes to the vascular
and nociceptive
abnormalities observed in a
tibial fracture rat model of
complex regional pain
syndrome type |

48

Glucocorticoid inhibition of
vascular abnormalities in a
tibia fracture rat model of
complex regional pain
syndrome type |

172

49

Immobilization contributes to
exaggerated neuropeptide
signaling, inflammatory
changes, and nociceptive
sensitization after fracture in
rats

50

Effect of superoxide on the
development and
maintenance of mechanical
allodynia in a rat model of
chronic post-ischemia pain

53

Linagliptin attenuates chronic
post-ischemia pain: Possible
anti-inflammatory and anti-
oxidant mechanisms

54

Bone Trauma Causes
Massive but Reversible
Changes in Spinal Circuitry

56

Hypoxia inducible factor-
1alpha inhibition produced
anti-allodynia effect and
suppressed inflammatory
cytokine production in early
stage of mouse complex
regional pain syndrome
model




57

TRPV1 Channel Contributes
to the Behavioral
Hypersensitivity in a Rat
Model of Complex Regional
Pain Syndrome Type 1

58

Endogenous analgesic
action of the pontospinal
noradrenergic system
spatially restricts and
temporally delays the
progression of neuropathic
pain following tibial nerve
injury

64

Homocysteine-induced
attenuation of vascular
endothelium-dependent
hyperalgesia in the rat

72

Reactive oxygen species and
N-methyl-D-aspartate
receptor-mediated central
sensitization in hindlimb
ischemia/reperfusion injury-
induced neuropathic pain
rats

73

Sympathectomy alleviates
mechanical allodynia in an
experimental animal model
for neuropathy in the rat

74

An experimental model for
peripheral neuropathy
produced by segmental
spinal nerve ligation in the rat

75

Role of neuropeptide,
cytokine, and growth factor
signaling in complex regional
pain syndrome




76

Capsaicin sensitive afferents
mediate the development of
heat hyperalgesia and
hindpaw edema after sciatic
section in rats

77

A substance P receptor
(NK1) antagonist can reverse
vascular and nociceptive
abnormalities in a rat model
of complex regional pain
syndrome type Il

174

78

Glucocorticoid inhibition of
neuropathic limb edema and
cutaneous neurogenic
extravasation

79

Acute and chronic
nociceptive phases observed
in a rat hind paw
ischemia/reperfusion model
depend on different
mechanisms

80

Endoneurial pathology of the
needlestick-nerve-injury
model of Complex Regional
Pain Syndrome, including
rats with and without pain
behaviors

86

Influence of partial nerve
injury in the rat on efferent
function of sympathetic and
antidromically acting sensory
nerve fibers

87

Partial peripheral neuropathy
and denervation induced
adrenoceptor supersensitivity




89

A peroxynitrite
decomposition catalyst
prevents mechanical
allodynia and NMDA
receptor activation in the
hind-paw ischemia
reperfusion injury rats

90

N-Acetyl-I-Cysteine
Attenuates
Ischemia/Reperfusion Injury-
Induced Allodynia and N-
Methyl-d-Aspartate Receptor
Activation in Rats

175

91

Reflex sympathetic
dystrophy in a dog

92

Topical combinations to treat
microvascular dysfunction of
chronic postischemia pain

94

Effect of lumbar 5 ventral
root transection on pain
behaviors: a novel rat model
for neuropathic pain without
axotomy of primary sensory
neurons

95

Substance P signaling
controls mast cell activation,
degranulation, and
nociceptive sensitization in a
rat fracture model of complex
regional pain syndrome

96

Neuropeptide regulation of
adaptive immunity in the tibia
fracture model of complex
regional pain syndrome




97

Autoimmunity contributes to
nociceptive sensitization in a
mouse model of complex
regional pain syndrome

176

98

Substance P spinal signaling
induces glial activation and
nociceptive sensitization
after fracture

99

The role of enhanced
cutaneous IL-1beta signaling
in a rat tibia fracture model of
complex regional pain
syndrome

100

Epidermal adrenergic
signaling contributes to
inflammation and pain
sensitization in a rat model of
complex regional pain
syndrome

101

Preventive Treatment with
Ketamine Attenuates the
Ischaemia-Reperfusion
Response in a Chronic
Postischaemia Pain Model

108

High-intensity swimming
exercise reduces
neuropathic pain in an
animal model of complex
regional pain syndrome type
I: Evidence for a role of the
adenosinergic system

109

Caffeine prevents
antihyperalgesic effect of
gabapentin in an animal
model of CRPS-I: evidence
for the involvement of spinal
adenosine A1 receptor




110

Electroacupuncture induces
antihyperalgesic effect
through endothelin-B
receptor in the chronic phase
of a mouse model of
complex regional pain
syndrome type |

112

Role of peripheral endothelin
receptors in an animal model
of complex regional pain
syndrome type 1 (CRPS-I)

177

116

Antinociceptive effect of
linear polarized 0.6 to 1.6
microm irradiation of lumbar
sympathetic ganglia in
chronic constriction injury
rats

117

Development of animal
model for vasculatic
neuropathy: Induction by
ischemic-reperfusion in the
rat femoral artery

118

Ameliorative potential of
montelukast on ischemia-
reperfusion injury induced
vasculitic neuropathic pain in
rat

119

Development of animal
model for vasculatic
neuropathy: Induction by
ischemic-reperfusion in the
rat femoral artery




121

Increased cerebral nuclear
factor kappa B in a complex
regional pain syndrome rat
model: possible relationship
between peripheral injury
and the brain

122

Proteomic identification of
altered cerebral proteins in
the complex regional pain

syndrome animal model

178

123

Oleaginous extract from the
fruits Pterodon pubescens
Benth induces
antinociception in animal
models of acute and chronic
pain

127

Pathological mechanism of
musculoskeletal
manifestations associated
with CRPS type Il: an animal
study

133

Pentoxifylline reduces
chronic post-ischaemia pain
by alleviating microvascular
dysfunction

134

Topical combinations aimed
at treating microvascular
dysfunction reduce allodynia
in rat models of CRPS-I and
neuropathic pain

135

Arteriovenous differences in
plasma concentrations of
catechols in rats with
neuropathic pain

136

Muscle IL1beta Drives
Ischemic Myalgia via ASIC3-
Mediated Sensory Neuron
Sensitization




137

179

Behavioral and histological
effects of endoneurial
administration of nerve
growth factor: possible
implications in neuropathic
pain

138

Superoxide and Nitric Oxide
Involvement in Enhancing of
N-methyl-D-aspartate
Receptor-Mediated Central
Sensitization in the Chronic
Post-ischemia Pain Model

139

TNF signaling contributes to
the development of
nociceptive sensitization in a
tibia fracture model of
complex regional pain
syndrome type |

140

Effect of anti-NGF antibodies
in a rat tibia fracture model of
complex regional pain
syndrome type |

142

Adrenergic excitation of
cutaneous pain receptors
induced by peripheral nerve

injury

143

The bifunctional mu opioid
agonist/antioxidant
(SCHILLER; NGUYEN;
SARAY; POON et al.)DALDA
is a superior analgesic in an
animal model of complex
regional pain syndrome-type
I

146

A novel behavioral model of
neuropathic pain disorders
produced in rats by partial
sciatic nerve injury




149

Exercise Reverses
Nociceptive Sensitization,
Upregulated Neuropeptide
Signaling, Inflammatory
Changes, Anxiety, and
Memory Impairment in a
Mouse Tibia Fracture Model

180

150

Facilitated spinal
neuropeptide signaling and
upregulated inflammatory
mediator expression
contribute to postfracture
nociceptive sensitization.

152

A-fibers mediate mechanical
hyperesthesia and allodynia
and C-fibers mediate thermal
hyperalgesia in a new model
of causalgiform pain
disorders in rats

153

Effects of sympathectomy in
a model of causalgiform pain
produced by partial sciatic
nerve injury in rats

154

Needlestick distal nerve
injury in rats models
symptoms of complex
regional pain syndrome

157

Effect of spinal cord
stimulation in an animal
model of neuropathic pain
relates to degree of tactile
“allodynia”




159

Transcutaneous electrical
nerve stimulation for the
management of neuropathic
pain: the effects of frequency
and electrode position on
prevention of allodynia in a
rat model of complex
regional pain syndrome type
I

164

Differential Efficacy of
Ketamine in the Acute versus
Chronic Stages of Complex
Regional Pain Syndrome in
Mice

181

165

Brain neuroplastic changes
accompany anxiety and
memory deficits in a model of
complex regional pain
syndrome

166

Identification of KRT16 as a
target of an autoantibody
response in complex regional
pain syndrome

167

Sex differences in a Murine
Model of Complex Regional
Pain Syndrome

169

A CRPS-IgG-transfer-trauma
model reproducing
inflammatory and positive
sensory signs associated
with complex regional pain
syndrome

170

Antinociceptive effects of
neurotropin in a rat model of
painful peripheral
mononeuropathy




172

Comparing partial and total
tibial-nerve axotomy: long-

term effects on prevalence

and location of evoked pain
behaviors.

174

Clinical signs and symptoms
of acute reflex sympathetic
dystrophy in one hindlimb of
the rat, induced by infusion
of a free-radical donor

182

Acute versus chronic phase
mechanisms in a rat model
of CRPS

183

Post-junctional facilitation of
Substance P signaling in a
tibia fracture rat model of
complex regional pain
syndrome type |

182

184

Pentoxifylline attenuates
nociceptive sensitization and
cytokine expression in a tibia
fracture rat model of complex
regional pain syndrome

186

Comparison of two methods
for establishing rat models of
complex regional pain
syndrome type 1

187

Norepinephrine-induced
nociception and
vasoconstrictor
hypersensitivity in rats with
chronic post-ischemia pain

188

Sympathetic vasoconstrictor
antagonism and
vasodilatation relieve
mechanical allodynia in rats
with chronic postischemia
pain




191

183

Effects of Glutathione on
Mechanical Allodynia and
Central Sensitization in
Chronic Postischemic Pain
Rats

192

Effect of dexmedetomidine
on the development of
mechanical allodynia and
central sensitization in
chronic post-ischemia pain
rats

NEW SEARCH

Effects of
photobiomodulation on
different application points
and different phases of
complex regional pain
syndrome type | in the
experimental model

Expression profiling of spinal
cord dorsal horn in a rat
model of complex regional
pain syndrome type-|
uncovers potential
mechanisms mediating pain
and neuroinflammation
responses

Longitudinal translocator
protein-18 kDa-positron
emission tomography
imaging of peripheral and
central myeloid cells in a
mouse model of complex
regional pain syndrome

Autoantibodies produce pain
in complex regional pain
syndrome by sensitizing
nociceptors




Early Treatment With
Metformin in a Mice Model of
Complex Regional Pain
Syndrome Reduces Pain and
Edema

184

Nociceptive mechanisms
involved in the acute and
chronic phases of a complex
regional pain syndrome type
1 model in mice

Topical combination of
meldonium and N-acetyl
cysteine relieves allodynia in
rat models of CRPS-1 and
peripheral neuropathic pain
by enhancing NO-mediated
tissue oxygenation

10

Bradykinin Receptors Play a
Critical Role in the Chronic
Post-ischaemia Pain Model

11

Sex differences in the
temporal development of
pronociceptive immune
responses in the tibia
fracture mouse model

12

Dimethyl Fumarate Reduces
Oxidative Stress and
Pronociceptive Immune
Responses in a Murine
Model of Complex Regional
Pain Syndrome

13

Complex regional pain
syndrome patient
immunoglobulin M has
pronociceptive effects in the
skin and spinal cord of tibia
fracture mice




14

Transfer of complex regional
pain syndrome to mice via
human autoantibodies is
mediated by interleukin-1-
induced mechanisms

185

15

The analgesic effect of
propofol associated with the
inhibition of hypoxia inducible
factor and inflammasome in
complex regional pain
syndrome

16

Chronic Post-Ischemia Pain
Model for Complex Regional
Pain Syndrome Type-l in
Rats

17

Electroacupuncture
Alleviates Mechanical
Allodynia in a Rat Model of
Complex Regional Pain
Syndrome Type-I via
Suppressing Spinal
CXCL12/CXCR4 Signaling

19

Efficacy of the ketamine
metabolite (2R,6R)-
hydroxynorketamine in mice
models of pain

20

Sphingosine 1-phosphate
receptor modulation
attenuate mechanical
allodynia in mouse model of
chronic complex regional
pain syndrome by
suppressing pathogenic
astrocyte activation

21

Anti-Allodynic Effects of
Polydeoxyribonucleotide in
an Animal Model of
Neuropathic Pain and




Complex Regional Pain
Syndrome

22

IL-6 signaling mediates the
germinal center response,
IgM production and
nociceptive sensitization in
male mice after tibia fracture

186

23

Germinal center formation,
immunoglobulin production
and hindlimb nociceptive
sensitization after tibia
fracture

25

Increased calcium-mediated
cerebral processes after
peripheral injury: possible
role of the brain in complex
regional pain syndrome

26

Gene Expression Profiling of
Contralateral Dorsal Root
Ganglia Associated with
Mirror-Image Pain in a Rat
Model of Complex Regional
Pain Syndrome Type-I

27

Involvement of nuclear factor
KB and descending pain
pathways in the anti-
hyperalgesic effect of -
citronellol, a food ingredient,
complexed in B-cyclodextrin
in a model of complex
regional pain syndrome -
Type 1

28

Comparative Study of
Chronic Postischemic Pain
Models in Mice: O-Ring
Versus Tie Method




29

C5a complement and
cytokine signaling mediate
the pronociceptive effects of
complex regional pain
syndrome patient IgM in
fracture mice

36

N-methyl-d-aspartate
receptor subunit 2B on
keratinocyte mediates
peripheral and central
sensitization in chronic post-
ischemic pain in male rats
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Apéndice E — Estatisticas descritivas e inferenciais

Grupo SHAM Grupo SDRC-I

Analise Tempo . . Teste p 95% IC
n Média DP n Média DP

Basal 8 2884.91 24960 10 2967.93 211.56 >0.9999  -652.6 to 486.6

1 8 3025.08 26248 10 3925.01 501.88 0.0002*** -1470 to -330.3

3 8 296984 296.98 10 384985 667.89 1y, ~ 0.0002** -1450t0-310.4

Edema 5 8 2793.04 20513 10 3616.22 70411  ANOVA +  0.0007*** -1393 to -253.6

7 8 2803.01 182.16 10 340364 672.47 posthoc ~ 0.0315* -1170 to -31.01

9 8 269543 152.90 10 3362.54 583.50 bBonferoni o194+ _12371t0-97.49

11 8 274396 163.93 10 3254.89 637.34 0.1138  -1081 to 58.69

13 8 273758 12640 10 322544 402.12 0.1544  -1057 to 81.76
Basal 8 0.73 077 8 0.95 2.41 0.9971  -1.277 to 0.8320
1 7 0.28 0.71 8 2.28 6.63 0.1528  -4.546 to 0.5566
3 8 0.43 017 10 1.40 1.03 Two-way 0.1309  -2.1381t0 0.1993
Nocicepgao 5 7 0.44 0.98 10 3.77 3.31 ANOVA + 0.0967  -7.110 to 0.4502
térmica ao frio 7 8 0.44 033 10 3.07 1.99 post hoc 0.0201* -4.894 to -0.369
9 8 054 050 9 143 1.16 Sidak 0.1384 -1.949t00.1758

11 8 0.28 013 10 1.90 0.93 0.0031** -2.674 to -0.561

13 8 0.40 0.19 10 1.25 0.70 0.0360* -1.648 to -0.045

Basal 8 29.47 112 10  29.10 1.37 >0.9999 -2.091to02.815

2 8 27.07 110 10  30.19 2.16 Two-way  0.0043** -5.568 to -0.662

Temperatura 4 8 2657 243 10 2749  3.08 ’1‘)'\0'3\(20* 509999  -3.375 to 1.531
6 8 26.79 194 10  27.64 3.54 Bonferroni  >0.9999  -3.301 to 1.604
8 8 27.22 1.05 10 2952 1.52 0.0839  -4.749t0 0.1569



Nocicepcao
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CA tempo no
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8

28.76
27.26
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19.00
37.00
71.00
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95.00

94.00

97.00

0.32

14.56

21.00

30.72

168.50

16.12
6.83
9.99

1.37
1.59
1.30

14.34
28.07
24.06
2514

8.43

5.27

8.43

6.75

0.05

4.17

11.64

28.99

47.64

5.47
9.38
9.58

Two-way

ANOVA +
post hoc

Bonferroni

unpaired t
test
unpaired t
test
unpaired t
test
unpaired t
test
unpaired t
test

Two-way

ANOVA +
post hoc

Bonferroni

0.351
>0.9999
>0.9999

>0.9999
>0.9999
>0.9999

0.0029**
<0.0001*

k%

<0.0001*

*kk

<0.0001*

k%

<0.0001*

*kk

0.7005
0.2247
0.6666
0.9428

0.718

>0.9999
>0.9999
0.2281
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-4.268 to 0.6379
-3.695 to 1.211
-3.728t0 1.178

-31.19t0 16.19
-22.69 to 24.69
-28.19 t0 19.19
-54.69 to -7.31

-86.44 to -39.06
-96.19 to -48.81
-80.19 to -32.81

-93.19 to -45.81

-0.0467 to 0.067
-1.846 to 7.208
-10.33 to 15.66
-29.88 to 31.99

-61.41 t0 43.33

-9.251 to0 11.49
-9.197 to 11.54
-17.93 to 2.806



MCAS laténcia

MCAS tempo
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MCAS tempo
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0.2586
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0.4505
0.2428

34.24
0.5638

6.01
9.28
4.75

0.45

0.84
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0.22
0.18
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0.4913
0.1453

1.245
0.1483
0.1186
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0.6605
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o 00 0
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7
8

8.13
11.75
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2.33

1.83

3.20

3.80

0.40
0.50
0.41
0.31

5.744

1.799
0.2279

2179
0.1884
0.2522

44.63
2.254

4.94
6.41

8.41

2.80

2.04

1.10

1.79

0.09
0.24
0.28
0.20

2.936

3.234
0.179

1.732
0.0719

0.2233

14.91
4.183

Two-way

ANOVA +
post hoc

Bonferroni

Two-way
ANOVA +
post hoc
Bonferroni

Two-way

ANOVA +
post hoc

Bonferroni

Two-way

ANOVA +
post hoc

Bonferroni

Two-way

ANOVA +

post hoc
Tukey

Two-way

ANOVA +

post hoc
Tukey

Two-way
ANOVA +

>0.9999
>0.9999

>0.9999

0.6664

>0.9999

0.4923

>0.9999

>0.9999

>0.9999
0.8251

>0.9999

<0.0001*

k%

0.983
0.9996

0.4702
0.5901
>0.9999

0.9135
0.6876
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-8.534 to 8.534
-5.409 to 11.66

-5.909 to 11.16

-3.92 to 1.653

-2.8210 2.753

-1.054 to 3.054

-2.454 to 1.654

-0.29 to 0.265
-0.39 to 0.165
-0.415t0 0.14
-0.29 to 0.265

-307.9 to -92.17

-90.17 to 144.3
-100.2to 124

-171.2t0 41.32
-48.08 to 164.4
-113.7 to 106

-157.6 to 96.86
-195.9 to 82.96



TNF Medula
espinal

TNF Tronco
encefalico

TNF Coértex pré-
frontal

BDNF Medula
espinal

BDNF Tronco
encefalico

BDNF Cortex
pré-frontal

11

9.251
0.5786

1.265

2.406
0.3875
2.257

0.5666
0.3208
0.2702

561.7
171.4

249.8

740.9
112

188.2

343.4
60.09
100.9

3.445
0.22

0.7655

1.585
0.153
2.423

0.26
0.1103
0.1101

97.98
39.71
38.93

308.4
53.09

49.05

85.21
15.64
26.52

10

~

11.39
0.3487

1.056

2.455
0.5361
1.33

0.4046
0.2066
0.3287

548.5
173.2
268.4

556.2
109.3
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314.3
55.69
120.8

4.419
0.0746

0.9749

1.448
0.3601
0.6098

0.2092

0.0636
2

0.1876

112.1
32.35
56.69

115.1
18.44

26.24

75.68
21.9
39.83

post hoc
Tukey

Two-way

ANOVA +

post hoc
Tukey

Two-way

ANOVA +

post hoc
Tukey

Two-way

ANOVA +

post hoc
Tukey

Two-way

ANOVA +

post hoc
Tukey

Two-way

ANOVA +

post hoc
Tukey

Two-way

ANOVA +

post hoc
Tukey

0.8644
0.4824

0.3994

>0.9999
>0.9999
0.8238

0.7727
0.6061
>0.9999

>0.9999
>0.9999
0.9859

0.9911
>0.9999

>0.9999

0.9942
0.9971
0.9946
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-68.32 to 30.82
-26.69 to 106.2

-23.61 to 109.3

-104.2 to0 100.1
-120.5 to 104.1
-61.09 to 143.2

-37.24 t0 94.44
-32.03 to0 103.2
-70.11 to 65.14

-32.16 to 36.85
-35.56 to 33.45
-41.94 to 27.07

-33.57 10 49.72
-39.26 to 44.03

-37.58 to 39.95

-39.43 to 56.38
-40.59 to 55.22
-57.78 t0 40.63
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IL-4 Medula unpaired t
il 2 12 19 1628 10 1718  12.84 are 0.7768  -15.07 to 11.42
MCP-1 Medula 5 5 3683 08646 5 3371 07385 UPACAl 55573 14841008612
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IL-6 Medula 0.0485 0.0302 unpaired t -0.06583 to
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CERTIFICADO

Cprtificamos que a proposta intitulada *EFEITOS E MECANISMOS DE ACAQ DO PROBUCOL E DO EXERCICIO FISICO SOBRE A
INFLAMACAD E ESTRESSE OXIDATIVO EM UM MODELO ANIMAL DE SINDROME DA DOR REGIONAL COMPLEXA", protocolada sob o
CEUA n® 2051170718, sob a respensabilidade de Marcelo Farina e eguipe; juliete Palandi; Franciane Bobinski - que envolve a
producao, manutencao efou utilizacao de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata {exceto o0 homem), para fins de
pesquisa cientifica ou ensino - esta de acordo com os preceitos da Lei 11.794 de B de outubro de 2008, com o Decreto 6,839 de 15
de julho de 2009, bem como com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacdo Animal (CONCEA), e
foi aprovada pela Comiss3o de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de Santa Catarina (CEUA/UFSC) na reunido de
17/09/2018,

We certify that the proposal *"EFFECTS AND MECHANISMS OF PROBUCOL AND PHYSICAL EXERCISE ON INFLAMMATION AND
OXIDATIVE STRESS IN AN ANIMAL MODEL OF COMPLEX REGIONAL PAIN SYNDROME", utilizing 512 Heterogenics mice (256 males
and 256 females), protocol number CEUA 2051170718, under the responsibility of Marcelo Farina and team; Jullete Palandi;
Franciane Bobinski - which invoives the production, maintenance and/or use of animals belonging to the phylum Chordata,
subphylum Vertebrata (except human beings), for scientific research purposes or teaching - fs in accordance with Law 11.794 of
October B, 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 Santa Catarina
(CEUAJUFSC] in the meeting of 09/17/2018.

Finalidade da Proposta: Pesquisa

Vigéncia da Proposta: de 08/2018 a 1272020 Area; Bioguimica

Origem: Biotério Central

Espécie: Camundongos heterogénicos sexo: Fémeas idade: 30a 45 dias N: 256
Linhagem: Swiss Peso: 20234549

COrigem: Biotério Central

Espécie: Camundongos heterogénicos sexp; Machos idade: 30 a 45 dias N: 256
Linhagem: Swiss Peso: 20a45g

Resumo: A Sindrome da Dor Regional Complexa (SDRC) é uma condicBo clinica caracterizada por alteracies sensoriais,
autondmicas, motoras e trdficas. Ocorre distalmente em um membro, apds um trauma inicial. Os principais sintomas apresentados
pelos individuos com SDRC incluem alteracdes sensoriais de alodinia ou hiperalgesia, alteragdes vasomotoras de temperatura e
coloracio da pele, presenca de edema ou suor, alteracdes motoras e troficas como diminuicdo da amplitude de movimento,
fragueza & tremores. A incidéncia da SDCR é de 26,2 casos a cada 100 mil pessoas por ano, atingindo, na grande maioria,
individuos entre 55 e 75 anos, em proporgao de 3,5:1 mulheres para homens. Pela grande variabilidade diagndstica, sao poucos os
dados epidemiclégicos sobre a SDRC, assim como, sobre os mecanismos fisiopatologicos e os resultados de tratamentos em
humanos. A fisiopatologia destas alteraces comega a partir da inflamagdo promovida pelo trauma inicial e a ativagdo da resposta
imunoldgica. A presenca de substancias pro-inflamatdrias aumenta o extravasamento plasmatico, promovendo edema local. O
edema resulta em uma sindrome compartimental na regide do membro afetado, e entdo, uma lesdo microvascular por isquemia e
reperfusao ou, eventualmente, isguemia dos tecidos profundos e guadro de inflamagao cronica, Outro fator determinante no
desenvolvimento da SDRC é a manutencao da isquemia tecidual na pele e nos tecidos profundos. Os tecidos do membro afetado
apresentam um alto fluxo arterial juntamente com acdmulo de lactato periférico, associado ao baixo consumo de oxigénio. Isto
implica em alteracdes no metabolismo energétice tecidual, sugestivo de deficiéncia mitocondrial, Apesar dos diversos estudos
realizados na drea, sejam experimentais ou clinicos, até o presente momento ndo ha tratamento estabelecido para a SDRC. Esta
dificuldade é associada a fisiopatologia multifacetdria que SDRC apresenta e a falta de elucidagdo de seus mecanismos. Desta
forma, as estratégias terapéuticas que englobem os diferentes aspectos fisiopatoldgicos da SDRC, como a associacdo entre
tratamentos medicamentosos e fisioterapéuticos devem ser consideradas. O probucol (PB) pode apresentar efeitos protetores
contra o aumento do estresse oxidativo @ modular positivamente algumas defesas antioxidantes enddgenas. Atualmente, o
exercicio fisico reqular tem sido reconhecido como uma abordagem capaz de beneficiar positivamente a sadde fisica e mental,
além de melhorar a qualidade de vida da populagio em geral. Um dos principais mecanismos associados aos beneficios da pratica
de exercicio fisico relaciona-se 4 reducio da inflamac&o crénica. No entanto, até o presente momento, nenhum estudo avaliou os
efeitos da associagao de PB e do exercicio fisico prévio sobre os mecanismos anti-inflamatdrios e antioxidantes em modelo animal
da SDRC. Entender os mecanismos de acdo do PB e do exercicio fisico sobre as alteragdes comportamentais e bioguimicas em um

Fum Desembargadar Vitor Lima, 222, sala £01 - Trindade - Fleranépolis/Santa Catarina-5C OEP: BA040-400 - tel- 35 (48] 37216000 [ fax: -
Herlrio de atendiments: 29 a 6 das Bh < 125 e das 145 bs 185 ; e-mai ceua.propesgicontato ufsc br
CELHA N 2051170718
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modelo experimental da SDRC pode colaborar na elucidacdo da fisiopatologia, como também, para o desenvolvimento de uma
estratégia terapéutica adequada, com possibilidade de translacdo para a clinica. Desta forma, a hipdtese deste estudo é de que o
PB e o exercicio fisico prévio tém efeito protetor sobre o desenvolvimento da dor neuropatica em um modelo de SDRC por meio da
reducao do processo inflamatério e do estresse oxidativo. Para isto, este estudo utilizard de investigacdes experimentais pré-
clinicas in vivo, por meio de testes comportamentais, bem comao investigacies ex vivo, através de analises bioguimicas e
imunoistoguimicas, para elucidar os mecanismos anti-inflamatdrios e antioxidantes do PB e do exercicio fisico prévio na SDRC em
camundongos.

Local do experimento: Os animais serdo transportados do Biotério Central da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC ]
Flariandpolis) ao Biotério de manutencdo do Laboratdrio de Neurociéncia Experimental da Universidade do Sul de Santa Catarina
(LAMEX, Campus Universitario da Pedra Branca, Bloco 12, da Universidade do Sul de Santa Catarina, UNISUL [] Palhoga, Brasil)
através de automdwvel para transporte de carga disponibilizado pela UNISUL. O trajeto percorrido é de 23km, com estimativa de
aproximadamente 30 minutos de transito. Os animais serdo mantidos em caixa de propileno fechadas com grade de aluminio,
forradas com maravalha, especificas para transporte, separados por sexo & ninhada. Também serdo tomados os devidos cuidados
guanto a nao exposicao de variagdes bruscas de temperatura, ruidos e incdmodos visuais e de vibragdo. Apds a chegada, os
animais permanecerdo por periodo de aclimatagdo ao novo biotéric por duas semanas para posterior realizagdo dos experimentos.
Os camundongos serao acomodados em microambiente de sistema aberto, em caixas de propilenc (42 x 34 x 17 cm) e mantidos
no biotério de manutencio do LANEX em condicdes controladas de temperatura (21+29C) e umidade (60% - 80%), com o ciclo
clarofescuro de 12 horas (das 7 &s 19 horas), com livre acesso a ragao e agua, e tubo plastico (3,5 x B cm) para enriguecimento
ambiental.

Floriandpolis, 17 de setembro de 2018

Nl i
li 7
ol FL
Ay RPle >
Prof. Dr. Aderbal Silva Aguiar Junior Maria Alcina Martins de Castro
Presidente da Comiss3o de Etica no Uso de Animais Vice-Presidente da Comissao de Etica no Uso de Animais
Universidade Federal de Santa Catarina Universidade Federal de Santa Catarina

Ris Desembangadar Witor Lima, 222, sala 401 - Trindade - Flodanpols/Sants Catarina-SC CEP: BB040-400 - tel: 35 (48] 3T22-6081 / fax: -
Huririo de stendiments: 29 3 68 das Bh bs 175 ¢ des 14h s 18h  e-mai ceua propesodicontato ufse br
CEUA W 2051170718
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Anexo B - Certificado Comissio de Etica no Uso de Animais UNISUL

gCEUA 45

-0 roUsodefiimaE LAMNISUOL

Pro Reitoria de Ensino, Pesquisa, Pds-Graduagdo, Extenso e Inovagdo
Comlss3o de Etlea no Uso de Animals {Res, CONSUN 46/2000)

Palhoga, 13 de setembra de 2018
Registro na CEUA {cadige): 18.020.2.07.1V

Ao PesquisadonProfessor(a); Franciane Bobinski
Prezado(a),

Wiemos por meio deste, cerificar gue a proposta de estudo efou projels de pesquisa
intitulada “Efeitos & mecanismos de agio do probucol e do exercicio fisico sobre a
inflamagio e esiresse oxidativo em um modele animal de sindrome da dor regional
complexa®, registrada com o 18.020.2,07.1V, sob & responsatilidede de Franciane Bobinski
- gue envalve a manutengéo ou utilizagio de medelos animais pertencentes ao filo Chardata,
subfile Verfehrata (sxceto humanos), para fins de pesquisa cientifica (ow ensino) - encontra-sa
de acordo com os precsitos da Lei Federal n® 11,794, de 8 de outubro de 2008, do Decrate ne
6855, de 15 de julho de 2003, e com &s nomas editadas pelo Conselho Nacional de Contrale
de Experimentagio Animal (CONCEA), e fol aprovado pela COMISSAC DE ETICA NO USODE
ANIMAIS (CELA) desta Instituicdo, em reunido de 21 de setembro de 2018,

A CEUAMUMISUL tem por finalidade cumprir e fazer cumprr, no dmbito da UNISUL a nos
limites de suas afribuigdes, os digposios na legislacdo Federal aplicavel & criacdo, manutengio
g a utlizagido de animais am atividades de ensino e de pesqulsa, reallzadas pelcs corpos
docente, discante e tecrico-administrativo da UNISUL & pesquisadores de ouiras instituicbes,
caracterizando-se a sua atuaglo come educativa, consultiva, de assessaria e fiscallzacio nas
guestes relativas 3 matéria, sob os aspectos: | - Efiee; || - Lagal: enquadraments na legislache
vigente.

Gostar(amos de salientar que, embora aprovadd, quaigusr atteratlo dos procedimentos
e metodoioaiaz que houver durante a realizagdo do projeto em quest@a, deverd ser informads
imadiatamants & Comissde.

= Meling Sgrotf
c 5540

UISUL - Campus Grande Flonancposs,
Avenda Pedre Branes, 25, Cidade Universilaris, CEP B8137-270. Pahage, 5C.
Foog; (48} 3379-1088 § E-mail: ceundunisul br
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