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RESUMO
Os farmacos opioides sdo potentes analgésicos amplamente utilizados a nivel ambulatorial e
hospitalar no alivio da dor aguda e cronica. Esta classe de farmacos estd relacionada a
importantes efeitos adversos, incluindo letargia, dependéncia e aumento paradoxal da dor
(hiperalgesia induzida por opioide, HIO). O tratamento atual da HIO realizado com farmacos
anti-inflamatorios ¢ insatisfatdrio, e pesquisas atuais buscam novas terapias no manejo da dor,
como a melatonina. Nesse cendrio, este trabalho teve como objetivo principal investigar o
efeito da administragdo repetida de morfina e/ou melatonina em parametros neurotréfico e
neuroinflamatorios em ratos condicionados a um modelo de artrite da articulacdo
temporomandibular (AAT). Ao total 73 ratos Wistar (65 dias; n=8/9 por grupos) foram
randomizados e divididos (D0O) conforme injecdo intra-articular na articulacdo
temporomandibular (ATM): em grupos SHAM, com infiltracdo de salina 0,9%, e grupos
DOR, com infiltragdo de Complexo Adjuvante de Freund (CFA) ndo diluido. Ap6s quatorze
dias (D14), iniciou-se o tratamento diario com melatonina (50 mg/kg, por via intraperitoneal)
e/ou morfina (5 mg/kg, por via subcutinea), pelo periodo de 8 dias. Ao final do protocolo
experimental (D23), realizou-se a eutandsia dos animais e quantificou-se a concentragao de
proteinas, o marcador neurotréfico (fator neurotréfico derivado do encéfalo, BDNF) e
marcadores inflamatorios fator alfa de necrose tumoral (TNF-a) e interleucina-10 (IL-10) em
amostras de cortex total, medula espinhal e tronco encefalico. Paralelamente, foram
confeccionadas laminas histologicas e fotografias representativas da ATM dos grupos. Os
resultados do estudo demonstram a efetividade do modelo de AAT, visto que os grupos DOR
apresentaram acumulo de CFA e evidente inflamacao tecidual. Associado a isto, o modelo de
AAT aumentou significativamente os niveis de TNF-a e IL-10 em tronco encefalico. Por
outro lado, o tratamento com melatonina induziu uma diminui¢do significativa nos niveis de
BDNF na mesma estrutura. Por fim, o grupo DOR tratado isoladamente com a melatonina
apresentou redu¢do na inflamacdo tecidual na ATM e este efeito ndo foi observado quando a
melatonina foi associada a morfina. Estes resultados evidenciam a aplicagdo do CFA como
modelo indutor confidvel de AAT e apontam o potencial da melatonina como um possivel

adjuvante no tratamento de processos inflamatorios orofaciais.

PALAVRAS-CHAVE: Melatonina, Morfina, Dor Cronica Inflamatoéria, Articulagao
Temporomandibular (ATM), Artrite da ATM (AAT), Ratos Wistar.



ABSTRACT
Opioids are potent analgesics widely used at hospitals or clinical centers to treat acute and
chronic pain. This pharmaceutical group is related to critical adverse effects, such as lethargy,
dependency and paradoxical pain (opioid-induced hyperalgesia, OIH). The current OIH and
pain treatment using anti-inflammatory drugs is unsatisfactory and researchers aim for more
efficient pain management therapies, such as melatonin. In this scenario, this study had the
main goal to investigate the effect of repeated melatonin/morphine injections treatment on
neurotrophic and neuroinflammatory markers on rats conditioned to a temporomandibular
articulation (TMA) arthritis model (TAA). In total, 73 Wistar rats (65 days old; n=8/9 each
group) were randomly divided (DO) according to temporomandibular injections: SHAM
groups, 0,9% saline infiltration and PAIN groups, injected with undiluted Adjuvant Complete
Freund (CFA). After 14 days (D14), rats were treated daily with melatonin (50 mg/kg,
intraperitoneally) and/or morphine (5 mg/kg, subcutaneous) during an 8 days period. At the
end of protocol experimentation (D23), euthanasia was conducted and followed by
quantification of proteins, neurotrophic BDNF marker, TNF-a and IL-10 inflammation
markers in the cortex, spinal cord and encephalic steam. In parallel, ATM was dissected,
stained and analyzed using histological microscopy/photography. Our results demonstrate the
efficiency of the used TAA model, given the CFA accumulation and tissue inflammation
found in the PAIN groups. Associated to this finding, AAT model significantly increased
TNF-a and IL-10 levels on the encephalic steam. On the other hand, melatonin treatment
significantly diminished BDNF maker on the same brain structure. Finally, the DOR group
treated with melatonin alone showed a reduction in tissue inflammation in the TMJ and this
effect was not observed when melatonin was associated with morphine.. These results enlight
the CFA injection as a reliable TAA induction model and point to the potential use of

melatonin as an adjuvant treatment to orofacial inflammatory conditions

KEYWORDS: Melatonin, Morphine, Chronic Inflammatory Pain, Temporomandibular
Articulation (TMA), Temporomandibular Articulation Arthritis (TAA), Wistar rats.
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1.  INTRODUCAO

Os farmacos opioides sdo potentes analgésicos amplamente utilizados no alivio da dor
aguda e cronica, em nivel ambulatorial e hospitalar, e estdo relacionados a importantes efeitos
adversos, incluindo tolerancia e a inducdo paradoxal de hiperalgesia (ROECKEL et al,
2017). O desenvolvimento da tolerancia ¢ caracterizado pela diminui¢do do efeito analgésico
ao longo do tempo com determinada dose do opioide, ou seja, ocorre um desvio negativo da
curva dose-resposta (FIELDS, 2011). Por outro lado, a hiperalgesia induzida por opioide
(HIO), considerada como uma hiperalgesia secundaria, requer tempo e dosagens
progressivamente mais altas para sua manifestagdo, sendo expressa como uma maior
sensibilidade a dor e tolerancia farmacoldgica. Este fendmeno ¢ observado principalmente
quando a morfina ¢ rapidamente descontinuada apds tratamento prolongado (BAHRAMI et
al., 2018).

Os processos nociceptivos e neuroquimicos subjacentes a tolerancia a opioides e a
HIO ndo s3o claramente compreendidos (ZHAO et al, 2012), e também ndo hd um
tratamento especifico para esses efeitos adversos (JOSEPH et al., 2000). No entanto,
sugere-se que a dessensibilizagdo dos receptores opioides ¢ o principal fator no
desenvolvimento da tolerdncia a esta classe de farmacos (WILLIAMS et al, 2013).
Corroborando esta hipotese, a proteina quinase Cy (PKCy), variante primaria da familia da
proteina quinase C (PKC), presente na medula espinhal, tem fungao vital na dessensibilizacdo
dos receptores opioides (SONG et al., 2015).

Além disso, a administragao repetida de morfina leva a ativagdo da PKC em
astrocitos reativos localizados no corno dorsal da medula espinhal (NARITA et al., 2008). Por
outro lado, Hemati e colaboradores (2020) reportam que substancias anti-inflamatérias e
antioxidantes, como a melatonina, podem reduzir o desenvolvimento de tolerancia e
dependéncia fisica causada pela morfina, onde a injecdo simultdnea de melatonina suprime o
aumento na expressao de PKCy induzido pelo uso prolongado de morfina (Song et al., 2015).

A melatonina, um hormoénio sintetizado pela glandula pineal, ¢ capaz de minimizar a
atividade de receptores NMDA e a ativagdo de genes associados a tolerancia a morfina
(HOSSEINZADEH et al., 2019). No estudo realizado por Wang e colaboradores (2012), a
administracdo de melatonina em ratos, por via sistémica ou intratecal, tem efeito analgésico
dose-dependente. Além disso, achados atuais apontam que a melatonina é capaz de
neutralizar o aumento da sensibilidade a dor induzida pela morfina, mitigando a HIO (FAN et
al., 2017). Estes efeitos podem ser causados pela sua capacidade de inibir a ativagdo

microglial na medula espinhal de ratos, diminuindo assim a atividade da PKC, inibindo
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receptores do tipo NMDA e aumentando os niveis da adenosina-monofosfato ciclica (AMPc)
(WANG et al, 2012, FAN et al., 2017). Outro estudo pré-clinico demonstrou que a
melatonina reduziu a abstinéncia a morfina induzida pela administracdo de naloxona,
possivelmente por aumentar os niveis de f-endorfina na substancia cinzenta do mesencéfalo e
diminuir da mesma no nucleo arqueado hipotalamico dos ratos (WEI et al., 2007). Assim,
considerando o aspecto translacional, estes estudos sugerem a melatonina como uma opgao
vidvel na prevengao e tratamento da tolerancia e HIO.

A dor ¢ uma experiéncia sensorial e multifatorial desagradavel que esta associada ou
relacionada a uma lesdo real ou potencial dos tecidos (RAJA et al., 2020), sendo um processo
complexo que depende de varios mecanismos a nivel periférico e central. Lesdes periféricas
englobam mudancas na excitabilidade periférica, no ganglio da raiz dorsal, em neurdnios da
medula espinhal, nos sistemas descendentes inibitorios e alteragdes na neuroplasticidade
cortical (BARON et al., 2010). Enquanto os processos periféricos incluem descargas
ectopicas e espontineas, alteragdes em canais i6nicos, em neurdnios aferentes primarios, em
neurdnios simpaticos no ganglio da raiz dorsal e sensibilizagdo dos nociceptores, 0s processos
centrais sdo relacionados a sensibilizagdo central com alteragdes em neurotransmissores,
neuromoduladores, receptores e canais i6nicos (SU et al., 2014).

Dentro desse cendrio, o sistema imunologico tem um papel critico no
desenvolvimento e na manutengdo da dor cronica: as citocinas pro-inflamatdrias, como as
interleucinas IL-1, IL-6 ¢ o TNF-qa, e anti-inflamatorias, como IL-10, tém fun¢des arbitrarias
no estabelecimento duradouro das condigdes de dor (TOTSCH & SORGE, 2017). Assim, as
condig¢des cronicas de dor sdo resultados de processos mal adaptativos nas vias nociceptivas,
que perpetuam e modulam processos centrais de sensibilizagdo (WU et al, 2016). Além
disso, as neurotrofinas desempenham importante papel ao modular a neuroplasticidade central
e periférica, atuando na sobrevivéncia, crescimento, diferenciacdo e reparo de neuronios
(KRAYCHETE et al., 2006). Mais especificamente, o fator neurotrofico derivado do encéfalo
(BDNF) ¢ amplamente distribuido no sistema nervoso central e esta envolvido em processos
de aprendizado, memdria e plasticidade sinaptica. Apesar do BDNF estabelecer uma relagao
complexa e multifatorial com doengas inflamatorias, estima-se que a inflamagdo cronica
contribui para a redugdo dos niveis de BDNF, o que, por sua vez, aumenta a vulnerabilidade
do sistema nervoso central (SNC) a danos e contribui para o desenvolvimento de diversas
doencas (SCARABELOT et al, 2019). Por este motivo, estima-se que o BDNF ¢ um
importante alvo para o desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas.

Dentro do conjunto das dores cronicas, as sindromes de dor orofacial consistem-se em
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condi¢des clinicamente reconhecidas e classificadas como neuropatias cranianas dolorosas, e
outras dores faciais na Classificacdo Internacional de Dores de Cabega
(ZUNINGA-ROMERO et al., 2014). A dor orofacial tem origem complexa e multifatorial e o
direcionamento terapéutico varia conforme a causa (SBDDOF, 2020). Mais especificamente,
as disfuncdes temporomandibulares (DTMs), chamadas de disfungdes musculares e da
articulagdo temporomandibular, sdo caracterizadas por dores e alteracdes na articulagdo da
mandibula, musculos e tecidos de suporte (National Institute of Dental and Craniofacial
Research, 2020). A articulacao temporomandibular (ATM) também pode ser afetada na artrite
reumatoide, uma condi¢do autoimune que resulta em degeneracdo inflamatoria da articulagdo
acometida (TANAKA et al, 2008). O tratamento da dor orofacial ¢ um processo
individualizado e continuo, que requer acompanhamento profissional e a colaboragdo do
paciente (SBED, 2021). Por meio de um diagnostico preciso, medidas terapéuticas adequadas
e mudangas no estilo de vida, a dor orofacial pode ser controlada, permitindo desfrutar de
uma vida plena e livre de sofrimento (SBN, 2018).

A avaliagdo da dor orofacial em humanos ¢ complexa e ainda existem lacunas de
conhecimento nesta area. Nesse contexto, o emprego de modelos animais de dor orofacial
possibilita investigar essas lacunas, como explorar em profundidade a fisiopatologia dos
transtornos de origem craniofacial (SIQUEIRA-LIMA et al., 2017), assim como de novas
terapias farmacologicas, avaliando a sua eficdcia, seguranca e alteracdes de parametros
neuroquimicos € moleculares associados. O modelo de artrite em ratos induzido pela
administracdo de Adjuvante Completo de Freund (CFA) ¢é bem caracterizado na literatura e ¢
rotineiramente empregado para busca de novos fadrmacos para o tratamento da dor
inflamatoéria, incluindo a osteoartrite. A administragdo de CFA na ATM tem sido utilizada
como um modelo de dor orofacial inflamatoria cronica (VICENZI et al., 2022).

Considerando a escassez ou inexisténcia de estudos pré-clinicos que explorem o efeito
da melatonina sobre a HIO em modelos de dor cronica orofacial, torna-se essencial a
realizacdo de estudos que avaliem o impacto da melatonina nas respostas nociceptiva e

neuroquimica de animais, buscando novas opcdes terap€uticas que previnam a HIO.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Investigar o efeito da administracdo didria da melatonina, separada ou associada a
morfina, sobre a estrutura tecidual, marcadores neurotroficos e neuroinflamatorios, em ratos

submetidos a um modelo de artrite da articulagdo temporomandibular (AAT) induzida por

CFA.

2.2. Objetivos especificos

a) Analisar a resposta neuroinflamatoria por meio da avaliagdo dos niveis de
TNF-a e IL-10 em cortex cerebral, medula espinhal e tronco encefalico;

b) Analisar a resposta neurotrofica por meio da avaliagao dos niveis de BDNF em
cortex cerebral, medula espinhal e tronco encefalico;

c) Avaliar perfil histologico da articulagdo temporomandibular em animais com

ou sem modelo de AAT.

14



3. METODOLOGIA

3.1. Animais

Neste estudo foram utilizados 73 ratos Wistar provenientes do Centro de Reproducao
e Experimentacdo de Animais de Laboratdério (CREAL®), do Instituto de Ciéncias Bésicas da
Saude, da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS®), com 65 dias de idade,
pesando 200 - 250g no inicio do experimento. Os animais foram mantidos na Unidade de
Experimentacao Animal (UEA®) do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA®), alojados
em grupos de trés em gaiolas microisoladoras (49%34x16 cm) com piso coberto de
maravalha, em ambiente controlado com ciclo claro-escuro de 12 horas, temperatura ambiente
(22°C + 2°C), com livre acesso a agua e racdo (Nuvilab CR1, Nuvital®). As gaiolas foram
enriquecidas ambientalmente com pedagos de madeira, cordas, rolos de papeldo e papel
picado. Todos os experimentos e procedimentos foram aprovados pela Comissio de Etica no
Uso de Animais da instituicdo (protocolo GPPG-HCPA n°2020-0689) e estavam em
conformidade com as diretrizes brasileiras para o uso de animais em pesquisa (Lei n°® 11.794).
Cabe ressaltar que os animais foram monitorados quanto a composicao corporal (perda ou
ganho de peso), mobilidade (letargia ou ataxia), postura (incapacidade de permanecer em pé
ou arqueamento do dorso), alteracdo na frequéncia e no padrido respiratdrio, coloragdo de
mucosas (cianose e palidez), grau de hidratacdo (aumento do tempo de pregueamento da pele,
enoftalmia e oliguria), e perfil de alimentacdo (anorexia). Caso o animal apresentasse perda
de peso superior a 10% (na primeira semana) ou 15% (até o final do protocolo experimental)
ou outras alteracdes clinicas ndo possiveis de rever¢do ou minimizagdo com manejo,

analgésicos e/ou fluidoterapia, a antecipacao da eutanasia era prevista.

3.2. Farmacos e Produtos Quimicos

O Adjuvante Completo de Freund [CFA®, espécie de Mycobacterium tuberculosis
inativadas por calor intenso, tendo concentracdo 1 mg/mL] foi adquirido do fabricante
Sigma-Aldrich® (cat #5881, St. Louis, MO, EUA). A solucdo salina (NaCl 0,9%) foi
utilizada como diluente e aplicada por infiltracdo intra-articular no grupo SHAM. A morfina
(M) foi diluida em salina 0,9% até atingir uma solucao de 5 mg/kg e ser administrada por via
subcutanea (s.c.) (TORRES et al., 2003; ROZISKY et al., 2008; HESTEHAVE et al., 2019;
MALI et al., 2020). A melatonina (Mel) foi diluida em propilenoglicol a 40% e completada
com solucdo salina para produzir uma solucao de concentragdo final de 50 mg/kg: a solugao

foi pré-aquecida para maximizar a solubilidade antes da inje¢do intraperitoneal (i.p.) (LASTE
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etal,2012, SCARABELOT et al, 2016).

3.3. Desenho experimental

Os ratos foram mantidos em periodo de habituagcdo por 14 dias apds sua chegada ao
alojamento da UEA. Primeiramente (dia 0, DO0), os ratos foram randomizados por peso e pelo
limiar nociceptivo facial basal (teste de Von Frey eletronico, dado ndo apresentado), e
divididos em dois grupos maiores: (1) grupo SHAM (n = 36/grupo), o qual recebeu solugdo
salina 0,9% na ATM; (2) grupo DOR (n = 37/grupo), que recebeu CFA (1 mg/mL) na ATM
direita. No 13° dia (D13), o estabelecimento do modelo AAT foi avaliado por meio do teste de
von Frey e este teste foi repetido nos dias 13, 14, 15, 21 e 22 (dados ndo apresentados). No
14° dia apds a inducao do modelo, iniciou-se o tratamento diario por 8 dias com M e/ou Mel
por via subcutanea (s.c, 5 mg/kg.) e via intraperitoneal (i.p., 50 mg/kg), respectivamente.
Todos os pesquisadores permaneceram sem conhecimento da divisdo final dos grupos, estudo
duplo-cego, com exce¢do do autor responsavel. Ao total, os grupos experimentais foram
definidos em:

1) Grupo SHAM + Veiculo 1 + Veiculo 2: SV, V,;

2) Grupo SHAM + Veiculo 1 + Melatonina: SV, Mel;

3) Grupo SHAM + Morfina + Veiculo 2: SMV,;

4) Grupo SHAM + Morfina + Melatonina: SMMel;

5) Grupo DOR + Veiculo 1 + Veiculo 2: DV, V,;

6) Grupo DOR + Veiculo 1 + Melatonina: DV, Mel;

7) Grupo DOR + Morfina + Veiculo 2: DMV,;

8) Grupo DOR + Morfina + Melatonina: DMMel.
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Figura 1. Linha temporal do estudo. A figura acima retrata a linha de tempo entre o periodo de habituagao (14
dias), inicio do protocolo (DO, dia zero) e eutanasia dos animais (D23, dia vinte e trés). Entre os dias quatorze
(D14) e vinte e um (D21) a intervencdo farmacolodgica diaria com injegdes de morfina e/ou melatonina foi
administrada. Ao lado direito, a imagem destaca as amostras dissecadas (ATM, cortex, medula espinhal e tronco)
e a destinacdo experimental das mesmas. ATM = articulacdo temporomandibular. AAT = artrite na articulacao
temporomandibular. CFA = Adjuvante Completo de Freund. ELISA = ensaio de imunoadsor¢do enzimatica.
TNF-a = fator alfa de necrose tumoral. IL-10 = interleucina 10. BDNF = fator neurotréfico derivado do cérebro.

3.4. Modelo de artrite da articulagdo temporomandibular (AAT)

Neste estudo experimental, a dor cronica inflamatoria orofacial em modelo de artrite
da ATM foi induzida nos ratos por meio da administragdo de CFA (1ug/ul) na dose de
50ug/50ul (sem dilui¢do), injetados por infiltragdo via intra-articular na ATM direita do
animal, sendo este um modelo de dor orofacial padronizado e descrito na literatura (WANG et
al., 2017; ROBIN, 2017). A identificagao do sitio de inje¢ao na ATM foi realizada pelo
método descrito por Fuentes ef al. (2017). A agulha foi inserida com 7 mm de profundidade
até atingir o condilo da ATM, que serviu de referéncia, acima da qual, com cerca de 3 mm, foi
possivel acessar o compartimento da ATM localizado acima do disco articular. Os pontos
anatdmicos essenciais para a realizagdao desse procedimento estdo localizados 5 mm atras do
arco zigomatico e 5 mm anteriores a orelha externa, onde o processo condilar da articulagdo
estd localizado em profundidade, acima do qual ¢é possivel acessar o compartimento
localizado acima da orelha sobre o disco articular.

Os grupos SHAM receberam injecao e infiltracdo na ATM com 50ul de solugdo salina
estéril 0.9%. Para as infiltragdes intra-articulares, todos os animais foram previamente
anestesiados com isoflurano (indugdo 5% - SMITH, 1993; manutencdo 2,5% -

VAILLANCOURT et al, 1999; WOOD et al., 2001). A injecdo de CFA/salina foi um
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procedimento rapido, com duragdo total de aproximadamente 5 minutos, onde nao foi preciso
prolongar o periodo de anestesia, mitigando vieses e riscos do procedimento. A frequéncia
respiratoria foi monitorada durante a anestesia e, assim que o procedimento foi finalizado, o
animal foi retirado da inalacdo de isoflurano e colocado em observagdo até a completa
recuperacdo. Para o alivio da dor derivada do procedimento, no dia da inducdo do modelo
com CFA e nos 2 dias subsequentes, os animais foram tratados com Tramadol (20 mg/kg/i.p,
diluido em 8 mL de solucdo salina) em intervalos de 12 horas (GUZMAN-SILVA et al.,
2008).

3.5. Tratamentos farmacologicos

A dor cronica inflamatoria € estabelecida 14 dias apds a injecdo de CFA
(SCARABELOT et al., 2016). Para tanto, os tratamentos farmacoldgicos iniciaram no décimo
quarto dia de indugdo do modelo de dor. Os animais receberam diariamente uma
administracdo de salina, morfina e/ou melatonina. A melatonina foi administrada por via i.p.
na dose de 50 mg/kg (LASTE ef al., 2012; ROZISKY et al., 2016; SCARABELOT et al.,
2016). Primeiramente, a melatonina foi diluida em propilenoglicol (40%) usando como
transporte salina (NaCl, 0,9%), formando uma solucao final de 50 mg/ml. Essa solugdo foi
aquecida em banho-maria a 54°C para homogeneizagdo. Apds aspiragdo da dose em seringa
individual, aguardou-se 2 minutos para resfriamento da solugdo e posterior administragdo. A
dose utilizada de morfina foi de 5 mg/kg diluida em solugdo salina e administrada por via s.c.
(TORRES et al., 2003; ROZISKY et al., 2008; HESTEHAVE et al., 2019; MAI et al., 2020).
Ambos os farmacos foram administrados uma vez ao dia por 8 dias consecutivos. Os veiculos
utilizados foram, solugdo salina para o controle da morfina (V,) e propilenoglicol 40% +

solugdo salina 60% (V,) para o controle da melatonina.

3.6. Eutanasia

Os animais foram eutanasiados por decapitacdo sem uso de anestésico, 24 horas apos a
Gltima avaliagio do teste comportamental. E importante salientar que o modelo previa a
verificagdo dos efeitos neuroquimicos e dosagens bioquimicas que poderiam ser alteradas
pela utilizacdo de anestesia durante a morte dos animais (BICKLER & FAHLMAN, 2006).
Qualquer que fosse o farmaco utilizado para a morte, afetaria a fisiologia do animal de
alguma maneira. Os barbitlricos, anestésicos gerais mais utilizados, sdo potentes hipnoticos,
que produzem depressao dose-dependente do SNC. Devido ao objetivo do trabalho, que

previu a preservacdo da fisiologia do cérebro para posterior analise, a eutandsia por
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guilhotinamento se fez necessaria (BICKLER & FAHLMAN, 2006). Além disso, estudos ja
demonstraram que a decapitacdo causa inconsciéncia rapida e indolor (HOLSON, 1992; VAN
RIIN et al., 2011). Os pesquisadores do grupo t€m experiéncia nesta forma de eutanasia e foi
utilizado equipamento especifico para esse fim, obedecendo as Diretrizes da Pratica de
Eutandsia do Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA),
conforme a RN 37/2018.

3.7. Coleta de tecidos e processamento das amostras

Apods a eutanasia, foram coletados a medula espinhal, tronco encefalico e cortex
cerebral total, que foram poisteriormente homogeneizadas com tampao PBS 1% (po, ph 7,2
frasco contendo 10g - LB Laborclin) diluido em 1L de 4gua destilada juntamente com
coquetel inibidor de proteases (protease inhibitor cocktail, Sigma-Aldrich®) em
homogeneizador automdtico (Ultra Stirrer 500®) durante 30 segundos. Apos a
homogeneizagdo, as amostras foram centrifugadas a 5000 rpm durante 15 minutos a
temperatura ambiente. O sobrenadante (aproximadamente 400 ulL) foi retirado, dividido e
transferido em volumes equivalentes para microtubos de 1 mL. As amostras de ATM foram
coletadas para realizagdo de avaliagdo histologica (3.10). As estruturas coletadas foram
armazenadas em tubos microtubos de 0,5 e 1ml e estdo mantidas em ultra-freezer a -80°C até

o momento da analise.

3.8. Dosagem de Proteinas

A proteina total dos homogenatos foi dosada pelo método colorimétrico Bradford
(BRADFORD, 1976), utilizando-se da albumina sérica bovina em diferentes concentra¢des
(0,05 a 0,8 mg/mL) para montagem de curvas padrdes para cada estrutura/placa. As equagoes
estimadas foram y = 0,153.x + 0,208 com R?=0,921, y=0,15.x + 0,22 com R?=0,908 ¢ y =
0,155.x + 0,214 com R*= 0,91, para os marcadores cortex total, medula espinhal e tronco
encefalico, respectivamente. A densidade Optica das amostras foi quantificada em duplicatas,
em dias distintos, no leitor de microplacas Spectramax M3® (comprimento de onda de 490
nm). O valor obtido das proteinas de soro (mg) por animal é necessario como denominador

de correcdo para confecc¢ao dos resultados.

3.9. Marcadores Bioquimicos
As andlises do fator neurotréfico derivado do encéfalo (BDNF), fator de necrose

tumoral alfa (TNF-a) e interleucina 10 (IL-10) foram realizadas usando kits de ensaio de
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imunoadsor¢do enzimatica (ELISA), disponivel comercialmente para ratos . Os experimentos
foram realizados seguindo as instru¢des do fabricante (R&D Systems®, Minneapolis, MN,
EUA). A densidade oOptica foi mensurada usando o leitor de microplacas Spectramax M3®
(comprimento de onda de 450 nm). Os valores de densidades oOpticas foram gravados e
levados ao site MyAssay®, a fim de gerar a curva padrio da corrida e identificar o valor (em
pg) dos marcadores bioquimicos supracitados (teste “Four Parameters Logistic Curve”). Os

dados dos marcadores bioquimicos foram expressos em pg/mg de proteina.

3.10. Histologia da ATM

Para confeccdo de laminas histologicas, as regides periarticular e articular foram
removidas, acondicionadas e fixadas em formol 10%. Em seguida, as amostras foram
embutidas em parafina, e os blocos resultantes foram cortados em fatias de 5 pum de
espessura. Apds, os cortes foram montados em laminas histologicas, desparafinizados por
meio 4cido e hidratados, seguido da coloragdao pela técnica de hematoxilina-eosina (HE)
(PROPHET et al., 1992). Os cortes foram lavados para remog¢do do excesso de corante € na
sequéncia analisados e fotografados em microscopia Optica (objetivas de 100 e 200x), a fim
de identificar perfil de inflamacdo, distribuicdo celular e formacdo de tecido fibroso. As
imagens histologicas das laminas dos grupos SVI1V2, DV1V2, DV1Mel, DMV2 e DMMel
foram avaliadas visualmente por pesquisador externo experiente e classificadas conforme a
morfologia estrutural, padrao de coloragdo e infiltracao de células mononucleares no tecido e
tecidos periféricos (score inflamatério = 0, células mononucleares ausentes; score
inflamatorio = 1, presenca modesta de células mononucleares [1-10% das células]; score
inflamatorio = 2, presenca moderada de células mononucleares [11-50% das células]; e score
inflamatério = 3, presenga exacerbada de células mononucleares [51-100% das células])

(LASTE et al., 2013).

3.11 Aspectos éticos

Os procedimentos propostos por esse projeto obedeceram aos Principios
Internacionais Orientadores para a Pesquisa Envolvendo Animais. Da mesma forma, foram
seguidas as recomendagdes da Lei n. 11794/08 de Procedimentos para o Uso Cientifico de
Animais (Lei AROUCA). Foram utilizados métodos de enriquecimento ambiental
padronizados pela UEA, como folhas de papel, rolos de papel, tubo de PVC e sementes de
girassol. Os itens foram oferecidos de forma alternada e as substituicdes sdo feitas nos

momentos de troca das caixas. Assim como todos os procedimentos foram realizados de

20



acordo com as Resolu¢des Normativas n° 30 e n° 33 do CONCEA. O procedimento de morte
dos animais seguiu as Diretrizes da Pratica de Eutanasia do Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal — CONCEA, (Resolu¢do Normativa n°® 37, 2018). O presente projeto
foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) do HCPA (GPPG-HCPA

n°2020-0689) e somente foi executado apds a sua aprovacao.

3.12 Analises estatisticas

Todas as andlises estatisticas foram realizadas utilizando o programa estatistico
SPSS® (Statistical Package for the Social Science), versdo 18.0. Inicialmente, os dados foram
submetidos a uma analise de homogeneidade por teste de Shapiro-Wilk, a fim de determinar a
analise estatistica a ser realizada. ApoOs avaliagdo da normalidade, os valores outliers
(equivalentes a 2 + Erro Padrdo, sendo no maximo dois casos por grupo) foram substituidos
pelo valor limite no intervalo (HUSSAIN ADIL e UR REHMAN IRSHAD, 2015). Os dados
paramétricos dos biomarcadores foram analisados por ANOVA de trés vias, seguida pelo
post-hoc de Student-Newman-Keuls (SNK). J4 para os dados ndo paramétricos foi-se
utilizado o teste de Kruskal-Wallis seguido do teste post hoc de Dunn’s. Os dados tabulares
foram expressos em média + Erro Padrdo da média (EP) ou mediana [intervalo interquartilico

- IQR], sendo as diferencas consideradas estatisticamente significativas quando p=0,05.
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4. RESULTADOS

Os niveis do marcador inflamatério TNF-a no tronco encefdlico foram
significativamente maiores nos ratos infiltrados com CFA (DV,V,, 52,02+17,42 pg/mg de
proteina) se comparados ao grupo infiltrado com salina (SV,V,, 42,07+7,34 pg/mg) [ANOVA
de 3 vias, F (7, 65) = 7,395, p =0,08]. Entretanto, este aumento induzido pelo CFA nao se
repetiu no cortex [Kruskal-Wallis, p=0,560] nem na medula espinhal dos animais, apesar
desta ultima estrutura apresentar nitida marginalidade estatistica [ANOVA 3 vias, F (7,
65)=3,553, p = 0,064]. Além disso, os niveis de TNF-a nos tecidos nao foram
significativamente afetados pela interven¢do com morfina [ANOVA 3 vias, F (7, 65) = 3,406,
p = 0,70,] ou melatonina (ANOVA 3 vias, F (7,65) = 1,751, p = 0,190), ou sua combinagao
[ANOVA 3 vias, F (7, 67) = 0,217, p = 0,643] no modelo de AAT.

Os niveis do marcador anti-inflamatério IL-10 no tronco cerebral também foram
significativamente maiores nos ratos em modelo de AAT (DV,V,, 8,82+1,49 pg/mg de
proteina) se comparados aos ratos SHAM (SV,V,, 7,89+0,89 pg/mg de proteina) [ANOVA 3
vias, F (7, 65) = 4,828, p = 0,032]. Nao foram observadas diferencas significativas nos niveis
de IL-10 na medula espinhal entre os grupos infiltrados com salina (SV,V,, 2,85+0,544 pg/mg
de proteina) e tratados com melatonina (SV,;Mel 3,60+0,93 pg/mg de proteina) [ANOVA 3
vias, F (7, 65) = 3,035, p = 0,086]. Da mesma forma, ndo houve diferenga significativa nos
grupos com a presenga de CFA (DV ,Mel, 3,50+0,48 pg/mg de proteina) ou ndo (SV,V,,
2,850,544 pg/mg de proteina) com melatonina [ANOVA 3 vias, F (7, 65) = 2,851, p =
0,096]. Os niveis de IL-10 no cortex cerebral ndo foram influenciados por nenhuma das
intervengdes [ANOVA 3 vias, F (7, 65) = 0,282, p = 0,597].

Por outro lado, houve uma diminui¢do significativa nos niveis de BDNF no tronco
encefalico no grupo tratado com melatonina (DV ,Mel, 12,72+£2,82 pg/mg proteinas) em
relacdo aos animais tratados com veiculo (DV,V,, 14,814£2,94 pg/mg de proteina) [ANOVA 3
vias, F (7, 65) = 5,112, p = 0,027]. Nao foi registrada alteracdo induzida por melatonina nos
niveis de BDNF na medula espinhal (SV,Mel, 7,42+1,42 pg/mg de proteina vs. SV,V,,
6,43+£1,42) [ANOVA 3 vias, F (7, 65) = p =0,172]. Também nao foram observadas diferencas
entre os grupos em relagdo ao modelo e tratamentos farmacologicos nos niveis de BDNF no
cortex cerebral (Kruskal-Wallis, p = 0,994).

A seguir, os dados supracitados dos marcadores ¢ representado na Tabela 1:
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Tabela 1. Marcadores neuroinflamatorios e neurotroficos (TNF-a, IL-10 ¢ BDNF) nas estruturas cortex, medula espinhal e tronco.

TNFa IL-10 BDNF

Cortex Medula Tronco Cortex Medula Tronco Cortex Medula Tronco

(n=70) (n=73) (n=73) (n=73) (n=73) (n=73) (n=73) (n=73) (n=73)
SV,V, 7,16£2,76  2,78+0,87  42,07+7,34  1,50+0,53  2,85+0,54  7,89+0,89  2,99+0,96 6,43+1,42  12,82+1,77
SV\Mel 6,65+1,67 3,66+1,37 35,03+13,26 1,35+0,49 3,60+0,93  6,74+1,77  2,93+0,98  7.42+1,42  11,724+2,08°
SMV, 6,96+£3,01 2,34+0,89 42,57+13,12 1,50+0,67 3,11+0,90 6,89+1,41  3,06£0,86 6,94+1,54  12,90+3,28
SMMel 7,89 43,67 2,84+1,63 39,42+422  1,64+1,10 3,77+0,33  7,64+1,40  3,22+1,48 7,4240,95 12,41+2,88"
DV\V,  7,19£2,99  3,63+1,60 53 0p+17,42* 1,50£0,87  3,77£0,96 g gr+q49* 3,01£1,24  7,63£1,01  14,81+2,94
DV Mel 711299  3,04£1,51 544141825 1.6420,67 3504048  g4u1 41 292+1,17 7458095 12,72+2,82"
DMV, 8,62+3,42  434+1,84 55 04424 66° 1,77+0,95 350122 7440617 337138 746+1,69  13,56+4,16
DMMel 5,53 4,11£1,64 41 6541598 1,6540.27  3,74+1.33 77311 672 2,67 7,65+1,14  11,91+1,36°

[3,76-5,96] [1,45-2,94]

Os valores tabelados em pg/mg de proteinas sao representados por mediana [IQR] (TNF-a e BDNF da estrutura Cortex) ou média +
Erro Padrio (demais andlises). Todos os marcadores/estruturas possuem n=73, com excecdo do TNF-a cortex (n=70). Ao total,
utilizou-se n=8-9/ratos para os oito grupos. *= efeito CFA (p<0,05) em comparativo ao grupo SHAM; °= efeito tratamento Melatonina
(p<0,05) em comparativo aos grupos veiculos ou/e morfina.
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Considerando a avaliacdo visual representativa das laminas histologicas (Figura 2),
com estruturas montadas e cortadas em blocos de parafina e coradas por Hematoxilina-eosina
(HE), ¢ possivel visualizar algumas alteragdes na ATM induzidas pelo modelo de AAT e/ou
presenca da melatonina. A figura 2.B (grupo SV,V,) apresenta estrutura morfologica
preservada e normocorada, sem caracteristicas de padrdo inflamatorio na ATM (auséncia de
rea¢do inflamatdria, score inflamatério = 0). O mesmo ndo acontece para o grupo DV,V,
(figura 2.C), onde percebe-se o distinto perfil morfoldgico, com grosseiros acumulos de CFA
no tecido e acentuamento da coloragdo de eosina/espécies acidas (reacao inflamatoria intensa,
score inflamatorio = 3), e também apresenta difusa presenga de células imunes mononucleares
adjacentes (possivelmente linfocitos e mondcitos). Apesar de ndo tdo abundantes em células
imunologicas, as estruturas da ATM no tratamento com morfina (grupo DMV,, figura 2.E.) e
com associacao de morfina e melatonina (grupo DMMel, figura 2.F.) seguem o perfil e score
inflamatorio descritos para o grupo DV,V2 (figura 2.C.). Curiosamente, o grupo infiltrado
com CFA associado a melatonina (DV ;Mel), na figura 2.D., apresenta uma diminui¢do nas
espécies coradas pela eosina e estrutura mais preservada da ATM (reagdo inflamatoria

moderada, score inflamatorio = 2).
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FIGURA 2. Imagem histologica representativa dos grupos (coloragdo HE). A) Grupo SV,V, em menor aumento (100x, barra de escala em 60pum; score inflamatério = 0); B)
Grupo SV,V, em maior aumento (200x, barra de escala em 30um; score inflamatorio = 0), com presenga inespecifica de células mononucleares adjacentes; C) Grupo DV,V,,
com actimulo de CFA no tecido, cercado por reagdo inflamatoria intensa ¢ presenca exacerbada de células imunes mononucleares (200x, barra de escala em 30um; score
inflamatério = 3); D) Grupo DV ,Mel, com moderada presenca de células imunes mononucleares (200x, barra de escala em 30pum; score inflamatdrio = 2); E) Grupo DMV,
com presenca exacerbada de células imunes mononucleares (200x, barra de escala em 30um; score inflamatorio = 3); F) Grupo DMMel, com presenga exacerbada de células
imunes mononucleares (200x, barra de escala em 30um; score inflamatorio = 3).
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5. DISCUSSAO

O presente estudo demonstrou que a administragdo de 50 ul CFA, (1 pg/ul) injetados
no interior da ATM direita, foi capaz de induzir o modelo de AAT, evidenciado por um perfil
morfologico com acumulo de CFA e reacdo inflamatoria tecidual intensa. Também foi
observada neuroinflamag@o nos animais com AAT, demonstrada pelo aumento nos niveis de
TNF-a e IL-10 no tronco encefilico ap6s intervengdo com CFA. Por outro lado, houve uma
diminui¢do nos niveis de BDNF em tronco encefalico no grupo tratado com melatonina.
Interessantemente, a histologia da ATM dos animais tratados com melatonina apresentou uma
redu¢do moderada na inflamagdo local e este efeito foi prevenido quando a melatonina foi
associada ao tratamento com morfina.

A inflamagdo induzida pelo CFA promove uma resposta inflamatoria bifasica: inicial
(inflamagdo aguda) e tardia (inflamagdo cronica, considerada a partir do décimo quarto dia
apos a injegdo do CFA), permitindo o estudo da fisiopatologia na condi¢do cronica dolorosa
de AAT (PHILIPPE et al., 1997). Niveis aumentados de TNF-a no tronco encefilico sdao
esperados neste modelo, visto que a regido da ATM que recebe o insulto inflamatorio ¢
inervada por ramos especificos do nervo trigémio, o qual tem origem principal no tronco
encefalico, mais especificamente na ponte (HUFF et al., 2022). As citocinas medeiam a
inflamacdo aguda e cronica e a destrui¢do associada do tecido conjuntivo nas ATMs artriticas.

Citocinas pro-inflamatérias como o TNF-a, IL-1B, IL-6, IL-8 ¢ IFN-gama estdo
associadas a inflamacdo nas articulagdes sinoviais ¢ a destruicdo do tecido conjuntivo
(KACENA et al., 2001), enquanto citocinas anti-inflamatorias, como a IL-10 atuam como
inibidores do processo inflamatorio. Corroborando nossos achados, estudos pré-clinicos
demonstraram que a inje¢do de CFA na ATM resulta em uma elevagao sustentada de diversos
mediadores inflamatorios por um periodo de até seis semanas, como o TNF-a (DO
NASCIMENTO e LEITE-PANISSI, 2014; SPEARS et al., 2005). Além disso, levando em
consideracdo os niveis aumentados de IL-10 no tronco encefilico, observados em nosso
estudo, € possivel sugerir que estejam intrinsecamente ligados a um periodo mais resolutivo
do processo inflamatério (IYER & CHENG, 2012), considerando-se que as analises foram
realizadas 23 dias apos a indugdo do modelo de dor.

Um estudo anterior demonstrou que a inje¢ao intra-articular de CFA em ATM de ratos
induz alteragdes especificas do tecido mole, incluindo infiltracdo de células inflamatdrias e
formagdo precoce de pannus (MOREL et al., 2019). A inflamagao do tecido induzida pela
injecdo de CFA resulta na liberacdo de mediadores inflamatérios, incluindo niveis mais altos

de IL-1p e TNF-a na ATM (WANG et al., 2012). Em contraste, outro estudo anterior do
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grupo de pesquisa, conduzido por Vicenzi e colaboradores (2022), ndo encontrou nenhuma
alteracdo significativa nos niveis de IL-1P e IL-10 nos ganglios trigeminais ipsilaterais e
contralaterais nos grupos experimentais. No entanto, foi observado que, em animais do grupo
DOR, os niveis de IL-1B do lado contralateral sio menores que os do lado ipsilateral a
inje¢do, sugerindo uma eventual regulacdo da atividade inflamatéria local. Além disso, o
mesmo estudo mostrou uma correlagdo entre niveis mais baixos de IL-1p e maior nocicepgao
(VICENZI et al., 2022). Vale ressaltar que a IL-1B tem um efeito duplo na nocicepgao, pois
pode desencadear efeitos anti ou pro-nociceptivos (SOUTER et al, 2000). Recentemente, um
estudo publicado pelo grupo de pesquisa utilizando o mesmo modelo de AAT, mostrou uma
reducdo significativa nos niveis de TNF-a no tronco encefalico induzido pelo CFA em ratas
ovariectomizadas (KROEFF et al., 2024). Entretanto, as diferencas dos estudos citados e o
presente estudo quanto ao sexo dos animais € as intervengdes cirargicas, farmacoldgicas e
hormonais empregadas ndo podem ser desconsiderdas.

No presente estudo ndo foram observadas alteragdes dos niveis de BDNF em ratos
Wistar com AAT (23 dias apos a indugdo do modelo). Por outro lado, estudos prévios do
grupo de pesquisa encontraram um aumento significativo nos niveis de BDNF no tronco
encefalico 16 dias ap6s a inducdo da dor orofacial em ratos Sprague Dawley com AAT
(SCARABELQOT, et al., 2016; SCARABELOT, et al., 2019). E possivel que a diferenca nas
linhagens dos ratos seja um fator determinante neste resultado. No entanto, quando os animais
submetidos ao modelo de AAT foram tratados com melatonina, apresentaram redugdo dos
niveis de BDNF no tronco encefalico, sendo essa uma neurotrofina fundamental no
desenvolvimento ¢ manutencao da dor (ESPOSITO & CUZZOCREA, 2010). Este resultado
corrobora estudos prévios do grupo, os quais demonstraram que animais submetidos a
infiltragcdo de CFA e tratados com melatonina tiveram uma redu¢ao dos niveis de BDNF em
tronco encefalico (LASTE et al., 2013, SCARABELOT, et al., 2016). E importante salientar
que Laste e colaboradores (2013) utilizaram o modelo de infiltragdo de CFA em nervo
isquidtico. A liberacdo excessiva de BDNF tem sido relacionada ao desenvolvimento e
manuten¢do da condi¢do dolorosa (SIKANDAR et al., 2018; SOSANYA et al., 2019).
Sabe-se que o BDNF tem um papel pré nociceptivo bem documentado em processos de dor
inflamatoria e neuropatica (ZHANG et al., 2013). Trabalhos anteriores reportam que a cascata
do receptor BDNF-TrkB no circuito da medula ventromedial rostral (RVM) esta envolvida no
desenvolvimento de dor persistente apds a inflamacgao (GUO et al., 2006: TAO et al., 2014).
Adicionalmente, o BDNF regula de forma negativa o cotransportador K+—CI— (KCC2) que

mantém o gradiente CI2 nas sinapses inibitorias do GABA, diminuindo a inibicdo do GABA e
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resultando na facilitagdo da sinalizagdo da dor (TANAKA et al, 2008). Desta forma, ¢
possivel sugerir que, pelo menos em parte, o conhecido efeito analgésico da melatonina
(LASTE et al., 2013; SCARABELOT et al., 2016; HEMATI et al., 2020) esteja relacionado a
sua capacidade de diminuir niveis centrais de BDNF.

O efeito anti-inflamatorio moderado observado nos animais tratados com melatonina
corrobora com estudos prévios que demonstram seu potencial anti-inflamacao (LASTE et al.,
2013; SCARABELOT et al., 2016; HEMATI et al., 2020). Os mecanismos possiveis pelos
quais a melatonina pode interferir no processo inflamatério incluem a inibi¢ao da producao de
oxido nitrico (espécie reativa de oxigénio) e a redugdo da expressdo da 6xido nitrico sintase,
ativacao do fator nuclear kappa-B, reducdo dos niveis de prostaglandinas e da expressdo da
ciclooxigenase-2, além da reducdo do recrutamento polimorfonuclear no local da inflamacgao
(CUZZOCREA et al., 2007; ESPOSITO et al., 2010). Além disso, os receptores de
melatonina da membrana (MT1 e MT2) foram identificados em estruturas do sistema nervoso
envolvidas na transmissdo nociceptiva (AMBRIZ-TUTUTI et al., 2009), como o talamo, o
corno dorsal da medula espinhal, o trato trigeminal e o nucleo trigeminal (WEAVER et al.,
1989; WILLIAMS et al., 1995). Estima-se que esses receptores desempenhem um papel
critico na antinocicep¢do induzida pela melatonina em modelos de dor nociceptiva,
neuropatica e inflamatoria (AMBRIZ-TUTUTI & GRANADOS-SOTO, 2007;
AMBRIZ-TUTUTI et al., 2009).

Na realizagdo de nosso estudo ndao se observou efeito do simultaneo do CFA ¢
tratamento com melatonina nos marcadores de neuroinflamagao, sendo possivel sugerir que a
dose e o tempo de tratamento utilizados ndo foram capazes de promover alteracdes
significativas nos biomarcadores centrais analisados. E importante pontuar que ndo foram
observados efeitos significativos da morfina em nenhum dos parametros analisados, assim
como no perfil inflamatério histoldgico local. No entanto, o efeito anti-inflamatorio local da
melatonina foi mitigado pela co-administracdo de morfina. De acordo, ¢ estabelecido na
literatura que a morfina ativa os receptores do tipo toll 4 (TLR4) e supra regula a produgdo de
citocinas pro-inflamatorias (GLATTARD et al., 2010). Um estudo utilizando modelo de sepse
em ratos mostrou que o tratamento com morfina causou alteragdes celulares no hipocampo e
aumentos nos niveis de IL-13 (AYIHENG’A et al., 2023). Estes dados demonstram o potencial
pré-inflamatério da morfina, fator que pode determinar a prevengdo do efeito

anti-inflamatorio da melatonina.
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6. CONCLUSOES

Com base na alta similaridade estrutural e fisiologica da ATM de ratos e humanos
(SUZUKI, 2016), o trabalho pode contribuir para o melhor entendimento das vias de dor e do
modelo induzido de AAT. O modelo de AAT induziu um aumento de TNF-a associado a um
aumento de IL-10 no tronco cerebral, provavelmente devido ao processo da AAT estar em
uma fase mais resolutiva do periodo inflamatorio (23 dias apds a infiltragdo de CFA). No
entanto, a inflamacao local ainda estava presente, o que tornou possivel a observagao de uma
moderada atividade anti-inflamatéria da melatonina, evidenciado por um perfil histologico
com menor escore de inflamacao na ATM, comparado ao grupo nao tratado, sendo este efeito,
prevenido pela co-administracdo com morfina. Este resultado demonstra a necessidade de
novos estudos que busquem clarificar esta complexa interacao entre melatonina e morfina nos
parametros inflamatérios dos processos da dor cronica orofacial. Em suma, estes resultados
demonstram que: 1) a infiltragdo de CFA na ATM ¢ um modelo efetivo indutor de AAT; 2) o
potencial da melatonina como possivel tratamento adjuvante do processo inflamatorio da
AAT e 3) a importincia do conhecimento de possiveis interagdes antagOnicas entre 0s
farmacos utilizados em processos de dor cronica, como observado entre a morfina e a

melatonina.
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