BrdP. Sao Paulo, 2020 jul-set;3(3):199-204

ARTIGO ORIGINAL

Avaliacao do sobrenadante da cultura de queratindcitos ou fibroblastos
em modelo de hiperalgesia inflamatoéria

Evaluation of the keratinocytes or fibroblasts culture supernatant in an inflammatory hyperalgesia

model

Cintia Avila Souza'?, Gilson Goncalves dos Santos', Felipe Hertzing Farias', Eli Avila Souza Junior®, Carlos Amilcar Parada’

RESUMO

JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS: A inflamagio é uma resposta
de defesa do organismo a uma lesdo celular causada por agentes
fisicos, quimicos ou biolégicos, a qual desencadeia, entre outros
fatores, a dor. Apesar da inflamagao possuir um importante papel
na protegdo e regeneragio da lesdo tecidual, a dor inflamatéria
culmina na diminui¢ao da qualidade de vida. Diante disso, é de
grande importincia o desenvolvimento de formas seguras e me-
nos invasivas para o tratamento da dor inflamatéria. O objetivo
deste estudo foi avaliar o potencial anti-hiperalgésico do sobre-
nadante de cultura de queratindcitos e fibroblastos humanos em
modelo experimental de hiperalgesia inflamatéria.

METODOS: Avaliagio da hiperalgesia inflamatéria induzida
por carragenina através do uso de von Frey eletrénico em mode-
los animais tratados com sobrenadante de cultura de queratiné-
citos e fibroblastos.

RESULTADOS: Observou-se que a administragio local de na-
loxona, antagonista opioide nio seletivo, em tecido periférico
inibiu o efeito anti-hiperalgésico do sobrenadante da cultura de
queratinécitos. Sobrenadante de cultura de fibroblastos dos dias
1 e 3 reverte por 2h a hiperalgesia inflamatéria induzida por car-
ragenina, sendo esta mediada por agonista p opioide.
CONCLUSAO: Este estudo indicou que sobrenadante de cul-
tura de fibroblastos e queratindcitos foi capaz de induzir anti-
nocicepgao em hiperalgesia inflamatéria, mediada pela liberagao
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de opioides enddgenos. Além disso, foi observado que o efeito
analgésico do sobrenadante de cultura de fibroblastos ¢ mediado
especificamente por agonista p opioide, tendo uma duragio de
2 horas.

Descritores: Analgesia, Fibroblastos, Pele, Queratindcitos, Siste-
ma nervoso periférico.

ABSTRACT

BACKGROUND AND OBJECTIVES: Inflammation is a de-
fense response of the body to a cellular damage caused by physi-
cal, chemical, or biological agents, which triggers, among other
factors, pain. Although inflammation plays an important role
in the protection and regeneration of tissue injury, inflamma-
tory pain results in decreased quality of life. In view of this, the
development of safe and less invasive forms for the treatment of
inflammatory pain is of great importance. The objective of this
study was to evaluate the antihyperalgesic potential of the culture
supernatant of keratinocytes and human fibroblasts in an experi-
mental model of inflammatory hyperalgesia.

METHODS: Evaluation of carrageenan induced inflammatory
hyperalgesia through the use of electronic von Frey in animal
models treated with culture supernatant of keratinocytes and fi-
broblasts.

RESULTS: Local administration of naloxone, a nonselective
opioid antagonist, in peripheral tissue, has been observed to
inhibit the antihyperalgesic effect of the keratinocyte culture su-
pernatant. Fibroblast culture supernatant on days 1 and 3 rever-
ses for 2h the carrageenan induced inflammatory hyperalgesia,
which is mediated by p opioid agonist.

CONCLUSION: This study indicates that culture supernatant
of fibroblasts and keratinocytes is capable of inducing antinoci-
ception in inflammatory hyperalgesia, mediated by the release of
endogenous opioids. In addition, it has been observed that the
analgesic effect of the fibroblast culture supernatant is mediated
specifically by the p opioid agonist, having a duration of 2 hours.
Keywords: Analgesia, Fibroblasts, Keratinocytes, Peripheral ner-
vous system, Skin.

INTRODUGCAO

A inflamagio ¢ uma resposta de defesa a uma lesdo celular causada
por agentes fisicos, quimicos ou bioldgicos'. O processo inflamaté-
rio € caracterizado por uma série de eventos inter-relacionados que
procuram recuperar a integridade tecidual, entre os quais pode-se
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observar: aumento do fluxo sanguineo para a regiio afetada, aumen-
to da permeabilidade vascular, extravasamento de fluido, migracio e
actimulo de células de defesa®. Como resultado, evidenciam-se sinais
caracteristicos de tal processo, denominados sinais cardinais: dor, tu-
mor, rubor, perda de funcio e calor'?.

Apesar de ser um importante mecanismo de alerta e protecio de
uma possivel lesdo tecidual, a dor proporciona um sofrimento, que
leva 4 diminuigio da qualidade de vida®. Sabe-se que a percepcio
dolorosa ¢ desencadeada pela ativagio de células especializadas, de-
nominadas nociceptores’. As terminagoes nervosas que detectam
esse tipo de estimulo sdo as fibras AS e C. Enquanto as fibras A sdo
mielinizadas, com répida transmissao do estimulo doloroso e, por
isso, responsdveis pela fase aguda da dor, as fibras C, no mieliniza-
das e de velocidade de condugio lenta, apresentam maior atuacio na
dor inflamatéria e cronica®”’.

Durante o processo inflamatério, ocorre a liberagio de substincias
algogénicas, que sdo capazes de sensibilizar os nociceptores, dimi-
nuindo o limiar de excitabilidade. Entre elas, podem ser citadas: ace-
tilcolina, bradicinina, histamina, serotonina, leucotrieno, substancia
D entre outras®. A persisténcia da inflamagio leva a mudangas no
sistema nervoso periférico, onde haverd uma exacerbacio da resposta
ao estimulo doloroso, conhecida como hiperalgesia®.

Diante disso, mecanismos endégenos que contrabalanceiam as al-
teragbes de origem inflamatéria desencadeadas pela lesio inicial sdo
liberados visando sua regulacio. Um exemplo caracteristico ¢é a libe-
ragio de opioides enddgenos e peptideos derivados de precursores
proteicos sintetizados por células sinoviais, mastdcitos, linfécitos,
neutréfilos, mondcitos e células da pele, como queratinécitos e fi-
broblastos que migraram para os locais de lesao’'?
o0 aumento da expressio de receptores em neurdnios sensoriais peri-
féricos e a ruptura da barreira perineural, facilitando a interagio dos
opioides e seus receptores'.

Na literatura sio descritas trés familias de opioides enddgenos: as
endorfinas (derivadas da proopiomelanocortina — POMC), as en-
cefalinas (derivadas da proencefalina — PENK) e as dinorfinas (de-
rivadas da prodinorfina)'4. Cada uma apresenta especificidades com

diferentes receptores de opioides: p (endorfina e encefalina), 8 (en-
)12,15.

. Outro exemplo é

cefalina e endorfina) e k (dinorfina
A produgio de opioides endégenos é conhecidamente realizada por
células do sistema imune'"'®. Contudo, estudos demonstram sua
produgio também em queratindcitos e fibroblastos'’*%. Autores ob-
servaram que fibroblastos e queratindcitos expressam RNA mensa-
geiro funcional de proencefalina (PENK), estando aptas a sintetizar
e secretar peptideos derivados de PENK, como as encefalinas®’. A
liberacio de fatores inflamatérios, principalmente interleucina-1f3
(IL-1PB), induz a expressio e liberacio de opioides endégenos, que,
uma vez ligados aos receptores das fibras nervosas periféricas, desen-
cadeiam o aumento das correntes de potdssio ¢ a diminuicio das
correntes de cdlcio nos corpos dos neur6nios sensoriais, inibindo o
disparo neuronal e a liberagio do transmissor®.

Considerando que a hiperalgesia inflamatéria desencadeia aspectos
negativos em esferas emocionais e fisicas comprometendo a qualida-
de de vida®, é de grande importincia o desenvolvimento de formas
seguras de tratamento. Opioides exdgenos ainda sio as opgoes mais
utilizados no tratamento de diferentes estimulos algésicos. No en-
tanto, importantes efeitos adversos associados a essas opgoes farma-
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coldgicas continuam a ser uma grande desvantagem ao seu uso®2.

A relagao direta entre sistema nervoso periférico, queratindcitos e
fibroblastos evidencia-se como fato promissor na busca por diferen-
tes formas seguras de analgesia, sobretudo por se tratar de uma agio
local. Dessa forma, o presente estudo avaliou o potencial anti-hipe-
ralgésico do sobrenadante de cultura de queratindcitos e fibroblastos
humanos em modelo experimental de hiperalgesia inflamatéria.

METODOS

Foram utilizados 72 ratos Wistar machos com 6 a 8 semanas de
idade (200-250g), provenientes do Centro Multidisciplinar para In-
vestigagio Bioldgica na Area da Ciéncia em Animais de Laboratério
(CEMIB). Os animais foram acondicionados em gaiolas apropriadas
contendo 4 animais/caixa, permanecendo em estantes ventiladas com
temperatura e umidade controladas (22°C e 55%, respectivamente)
com ciclo claro/escuro de 12h. Os animais receberam 4gua e ragio
ad libitum no decorrer de toda pesquisa. Os animais foram divididos
aleatoriamente nos grupos. Apds o estudo, os animais foram aneste-
siados e, em seguida, eutanasiados por decapitagio. O tamanho do
grupo (n) para cada grupo experimental é apresentado a seguir:

Processamento do material bioldgico (pele)

Os fragmentos de pele humana provenientes de blefaroplastias de
individuos sauddveis realizadas pela equipe da Pldstica Oftalmo-
l6gica do Hospital de Clinicas da universidade em questio foram
encaminhadas ao Laboratério de Cultivo de Células da Pele sob o
ntmero de protocolo 16013-2/2016 e processados em drea estéril,
sala limpa classe ISO 7, descartado o tecido adiposo, colocado sobre
uma placa de Petri e dividido em duas porgées, sendo que uma delas
foi congelada em freezer -80°C. A outra foi seccionada em fragmen-
tos de 2 a 3mm, udlizando instrumento cirtirgico sob fluxo lami-
nar, de modo a manter todo o procedimento estéril. Os fragmentos
menores de pele foram submetidos ao tratamento enzimdtico com
10mL de solugio de tripsina a 0,25% e ImM de 4cido etilenodiami-
notetracético com a epiderme sempre voltada para cima, e incuba-
dos a 37°C, com tensdo de 5% de CO, por quatro horas, resultando
na separagio da epiderme da derme.

Isolamento e cultivo de fibroblastos

Transcorrida a incubagio dos fragmentos, a tripsina foi inativada
com o mesmo volume de meio de cultura e os fragmentos da der-
me foram colocados em um frasco de cultura com meio para fibro-
blastos M199, suplementado com L-glutamina 2mM, penicilina
100Ul/mL, estreptomicina 0,1mg/mL e 10% de soro fetal bovino
(SFB). As células foram nutridas, trocando o meio de cultura a cada
trés dias. Quando estas células obtiveram confluéncia de 90%, apro-
ximadamente 7 dias apds inicio do cultivo, foi feito o repique com
auxilio de solu¢ao de tripsina a 0,25% e ImM de 4cido etilenodia-
minotetracético. As células foram utilizadas entre 2-3* passagens. No
momento da utilizacio os fibroblastos obtidos foram lavados trés
vezes com solucio de Hankss.

Isolamento e cultivo de queratindcitos
Apés a separagao da epiderme, a tripsina foi neutralizada utilizan-
do o mesmo volume de meio de cultura especifico para querati-
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nécitos. A suspensio celular obtida foi filtrada em filtro de nylon
de 40pm e centrifugada a 1200rpm e 4°C durante 10 minutos. O
“pool” de células obtidos, constituido por queratinécitos e mela-
nécitos, foi contado e plaqueado em frascos de cultura, com 1x105
células por cm?, incubados a 37°C, com 5% de tensao de CO,, em
meio de cultura especifico para queratinécitos, complementado
com L-glutamina 2mM/mL, penicilina 100UI/mL e estreptomi-
cina 0,1mg/mL. A cultura primdria de queratindcitos foi obtida a
partir da adesao das células aos frascos de cultura que ocorreu em
aproximadamente 48h. As células foram nutridas trocando o meio
de cultura a cada trés dias. O repique foi realizado em aproxima-
damente 7 dias, quando as células atingiram 90% de confluéncia e
foram utilizadas na segunda passagem.

Farmacos

Para indugio da hiperalgesia inflamatéria foi utilizado carrageni-
na a 100pg/50pL/pata (Sigma). A administracio de carragenina
(100pg/50ul) no tecido subcutineo da pata traseira induz hipe-
ralgesia inflamatéria por 6h, cujo pico da dor ocorre na terceira
hora®'.

Os antagonistas seletivos dos receptores opioides utilizados foram:
CTOP (Sigma Aldrich/ P5296, antagonista da subunidade p),
Nor- BNI (Norbinaltorphimine/Sigma Aldrich; antagonista da
subunidade kappa) e N115 (Naltrindole/ HCL — Sigma Aldrich;
antagonista da subunidade delta). O antagonista nao seletivo de
receptor opioide utilizado foi a naloxona (nalo, Sigma aldrich).

Injegdo intraplantar de firmacos

A administragio de farmacos pela via intraplantar (i.p.l.) foi reali-
zada através da utilizagio de uma agulha hipodérmica BD Ultra-
-Fine (29G), a qual foi inserida apés antissepsia no tecido subcuti-
neo da superficie plantar do membro posterior direito.

Teste comportamental (teste von Frey eletronico)

A avaliacio da hiperalgesia mecinica na pata de ratos foi realizada
através de von Frey eletrdnico em condicoes basais e apds o esti-
mulo na pata. Nesse método foi utilizado o anestesidmetro eletr6-
nico, composto por um transdutor de pressao ligado a um cabo
conectado a um detector digital de forca, no qual a forca exercida
foi expressa em gramas. Na extremidade do transdutor hd uma
ponteira, por meio da qual foi aplicada uma for¢a em 4ngulo reto
na regido central da pata traseira do animal com pressio gradual-
mente crescente. O estimulo foi interrompido apds a observacao
caracteristica de retirada da pata (flinches).

Para o experimento, foram utilizadas 6 caixas acrilicas, medindo
12x20x17cm, cujo assoalho era composto por uma rede de malha
de ferro, na qual havia, 25c¢m abaixo das caixas de experimentagio,
um espelho inclinado usado para visualizacio da parte inferior da
pata, facilitando a aplicagio da ponteira. Antes de iniciado o ex-
perimento, os animais foram mantidos por 15 minutos nas caixas
para ambientacio. Foram realizadas 3 medi¢6es por animal sendo
o valor final a média das medidas. A intensidade de hipernocicep-
¢do mecanica foi quantificada como a variagio na pressio D de
reagdo em gramas, obtida subtraindo-se o valor observado antes do
procedimento experimental basal do valor de reagio apds a admi-
nistragio do estimulo inflamatério. As sessoes de teste foram reali-

zadas durante a fase clara, entre 09h00 e 17h00, em sala silenciosa,
com temperatura ambiente mantida a 23°C.

Avaliagio do efeito anti-hiperalgésico do sobrenadante da cul-
tura de queratindcitos

Em uma primeira fase, administrou-se carragenina (100pg/50ul/
pata) pela via i.p.l., a qual induziu hiperalgesia inflamatéria pelas
6h avaliadas. Apés duas horas da administragao do agente hiperal-
gésico, um antagonista opioide nao seletivo (naloxona) foi admi-
nistrado no mesmo local. apés 2h30min, 50pl de sobrenadante de
cultura de queratindcitos (grupos tratados, n=6) de 3 dias ou 50pL
de meio de cultura de queratindcitos (grupo controle, n=6) foram
administrados no mesmo local. Apés 30 minutos da administra-
¢do do sobrenadante, foi avaliada a hiperalgesia mecinica através
do teste de von Frey (Resultados item 1).

Avaliagdo da curva tempo-resposta dos diferentes dias (1 ou 3
dias) de sobrenadante de cultura de queratinécitos ou fibro-
blastos frente a hiperalgesia inflamatéria

Foi realizado teste eletrdnico de hiperalgesia mecanica (von Frey)
previamente ao estudo. Apds 1h, foi administrada carragenina
(100pg/50pL/pata) pela via i.p.l. da pata posterior direita. Ap6s 2h
da administracio do agente hiperalgésico, foi administrado, no mes-
mo local, 50pL de sobrenadante da cultura de queratinécitos (gru-
pos tratados, n=6) de diferentes dias (1 e 3 dias) ou 50pL de meio
de cultura para queratindcitos (grupo controle, n=6) nos periodos j&
descritos. Para se estabelecer a curva tempo-resposta, apés 0,5, 1, 2,
4 ¢ 6h da administracio do sobrenadante, foi avaliada a hiperalgesia
mecAnica através do teste de von Frey (Resultados item 2).

Participacdo dos receptores opioides e suas subunidades no
efeito anti-hiperalgésico do sobrenadante de cultura de quera-
tindcitos frente 2 hiperalgesia inflamatéria

Foi realizado teste eletronico de hiperalgesia mecénica (von Frey)
previamente ao estudo. Apés 1h, foi administrado carragenina
(100pg/50pL/pata) pela via i.p.l. da pata posterior direita. Apds
2h da administragio do agente hiperalgésico, foram administra-
dos antagonistas seletivos das subunidades opioides mp (CTOPR,
20pg/50pL/pata), kappa (Nor-BNI, 10pg/50 pL/pata) e delta
(N115, 3pg/50pL/pata) pela via intraplantar da pata posterior
direita. Apds 2,50 horas da administracio da carragenina, foi ad-
ministrado o sobrenadante da cultura de queratinécitos (grupo
tratado) (n=6/grupo). Ap6s 30 minutos da administragio do so-
brenadante, foi avaliada a hiperalgesia mecinica através do teste de
von Frey (Resultados item 3).

Os experimentos seguiram as diretrizes do Comité de Etica para
Pesquisas com Animais da Universidade vigente, sob niimero de
protocolo 4654-1/2017, e os padroes estabelecidos pela Associa-
¢ao Internacional de dor (IASP).

Andlise estatistica

Os resultados foram expressos como médiaterro padrao da média
(e.p.m.). A andlise dos dados obtidos foi feita pelo teste de andlise
de Varidncia ANOVA One-way ou Two-way, seguido de teste de
Bonferroni para as comparagoes multiplas. O nivel de significAncia
foi a partir de p<0,05.
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RESULTADOS

1. A administracio local de naloxona no tecido periférico inibe
o efeito anti-hiperalgésico do sobrenadante da cultura de que-
ratindcitos

A administragio de carragenina (100pg/50pL/pata) i.p.l. induziu hi-
peralgesia inflamatéria pelas 6h avaliadas. Apés duas horas da admi-
nistragio do agente hiperalgésico, um antagonista opioide nao seletivo
(naloxona) foi administrado no mesmo local. Apés 2,50 horas, 50uL
de sobrenadante de cultura de queratindcitos (grupos tratados, n=6)
de 3 dias ou 50pL de meio de cultura (M.C., 50pL) de queratindcitos
(grupo controle, n=6) foram administrados no mesmo local.

Como mostra a figura 1, sobrenadante da cultura de queratindcitos
(M.C., 50pL) reverteu a hiperalgesia mecanica induzida pela car-
ragenina. O efeito analgésico do M.C. foi revertido pelo pré-tra-
tamento local com naloxona (Nalo, 10pg), um antagonista no
seletivo de receptor opioide. A administracio de M.C. (50pL) na
pata contralateral nio alterou o limiar hiperalgésico da carragenina,
mostrando que o efeito de M.C. possui efeito local e ndo sistémico.
Administracao do meio de cultura puro (M.P) nio altera o limiar
hiperalgésico da carragenina.
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Comparando a curva tempo-resposta de FB1 e FB3 por 12h, ob-
serva-se nao haver diferenca no tempo e na duragio da redugio da
hiperalgesia (Cg. + FB1 e Cg. + FB3) entre sobrenadante de 1 ou 3
dias de cultura isolada de fibroblastos.
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Figura 2. A administracdo local de sobrenadante de cultura de fi-
broblastos em tecido periférico reduz temporariamente a hiperalgesia

mecanica induzida por carragenina
Cg = carragenina; FB1 = sobrenadante de cultura de fibroblastos de 1 dia; FB3
= sobrenadante de cultura de fibroblastos de 3 dias.

3. O efeito anti-hiperalgésico do sobrenadante da cultura de fi-
broblastos é mediado por receptor u opioide

Uma vez que o efeito analgésico do sobrenadante da cultura de fibro-
blasto ¢ medido por receptores opioide, foi analisado qual receptor
opioide especificamente estd envolvido nesse efeito analgésico. Anta-
gonistas seletivos das subunidades opioides p (CTOR 20pg/50pL),
kappa (Nor-BNI, 10pg/50pL) e delta (N115, 3pg/50pL) foram
administrados pela via intraplantar, 30 minutos antes da adminis-
tragio do sobrenadante da cultura de fibroblasto. Como mostrado
na figura 3, a carragenina induziu hiperalgesia que foi revertida por

Figura 1. O meio de cultura de queratinécitos de 3 dias reverte a
hiperalgesia mecanica induzida pela carragenina

Sobrenadante de cultura de queratinécitos de 3 dias. M.C. = meio para cultura
de queratindcitos; M.P. = meio puro para cultura de queratinécitos; NaCl = clo-
reto de sédio a 0,9%; Nalo = naloxona; Cg = carragenina.

2. Sobrenadante de cultura de fibroblastos dos dias 1 e 3 rever-
te temporariamente a hiperalgesia inflamatéria induzida por
carragenina

Uma vez que a cultura de queratinécitos para uso clinico possui
uma propor¢io de 3:1 (queratindcitos: fibroblasto), foi analisado se
a cultura isolada possui 0 mesmo efeito analgésico. Sobrenadante
da cultura isolada de fibroblastos (FB1 e FB3, 50pL) dos dias 1 ¢ 3
reverteu a hiperalgesia induzida por carragenina (Cg.) no tempo de
0,5 e 1h, como mostra a figura 2. Porém, esse efeito foi temporirio,
ocorrendo uma retomada da hiperalgesia apds 2h. A administracao
de FB1 e FB3 (50pL) na pata contralateral nao alterou o limiar hipe-
ralgésico da carragenina, mostrando que o efeito de FB1 e FB2 ¢ lo-
cal e nao sistémico. Administra¢ao do meio de cultura puro (M199)
nio altera o limiar hiperalgésico da carragenina.
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Figura 3. Antagonista da subunidade p opioide inibe o efeito analgé-
sico de sobrenadante da cultura de fibroblastos

Cg = carragenina; FB1 = sobrenadante de cultura de fibroblastos de 1 dia;
CTOP = antagonista de subunidade p; Nor-BNI = antagonista da subunidade
kappa; N115 = antagonista da subunidade delta.
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FB1 (Two-way ANOVA, teste de Bonferroni, **p<0,001). CTOR,
mas nao Nor-BNI ou N115, inibiu o efeito anti-hiperalgésico do
sobrenadante da cultura de fibroblastos na hiperalgesia induzida por
carragenina (Two-way ANOVA, teste de Bonferroni, p>0,05).

DISCUSSAO

Estudos mostraram que além de serem sintetizados por células imu-
nes, outras células como queratindcitos e fibroblastos também de-
sempenham importante papel na antinocicepgio enddgena periféri-
ca, uma vez que tais células expressam mRNA funcional de PENK,
estando aptas a sintetizar e secretar peptideos derivados de PENK,
como as encefalinas. A liberagio de fatores inflamatérios, notada-
mente IL-1p, induz a expressao e liberagio de opioides por essas cé-
lulas, os quais, uma vez ligados aos receptores das fibras nervosas pe-
riféricas, inibem o disparo neuronal e a liberagio do transmissor'*°.
O presente estudo demonstrou que sobrenadante da cultura de quera-
tindcitos e fibroblastos promoveu analgesia durante a dor inflamatéria
induzida por carragenina em modelo de hiperalgesia mecinica, corro-
borando estudos prévios''®#*34, Os dados obtidos suscitaram que o
receptor opioide parece estar envolvido no efeito analgésico da cultura
de queratindcitos. A administragdo de um antagonista opioide nao
seletivo (naloxona) inibiu o efeito anti-hiperalgésico do sobrenadante
da cultura de queratinécitos de 3 dias em modelo de hiperalgesia in-
flamatdria, demostrando que o efeito do sobrenadante da cultura de
queratindcitos é mediado pela liberagio de opioides (Figura 1).

Além disso, os resultados demonstraram que a hiperalgesia inflama-
toria induzida pela carragenina foi totalmente revertida ao se aplicar,
30 minutos antes do seu pico de agdo, sobrenadante de cultura de
fibroblastos de 1 e 3 dias. A reversdo total ocorreu 30 minutos apds a
aplicagio da cultura de fibroblastos, sendo que seu efeito redutor da
hiperalgesia se manteve até 1h apés, quando esta foi reestabelecida.
Apés 2 horas da aplicagio da cultura de fibroblastos, nao foi obser-
vada diferenca significativa entre os grupos tratados com cultura de
fibroblastos e o grupo controle na reversao da hiperalgesia induzida
por carragenina.

Como forma de verificar a participagio dos receptores opioides e
suas subunidades na analgesia verificada pelo sobrenadante de cul-
tura de fibroblastos, foram administrados antagonistas seletivos das
subunidades opioides um (CTOR 20ug/50ul/pata), kappa (Nor-
-BNI, 10ug/50ul/pata) e delta (N115,3ug/50ul/pata) pela via
intraplantar. Os presentes resultados demonstraram diferenca sig-
nificativa entre os grupos que receberam antagonistas seletivos das
subunidades kappa e delta antes do tratamento com sobrenadante
da cultura de fibroblastos e o grupo tratado apenas com carrageni-
na. Nio houve, porém, diferenga significativa entre o grupo tratado
com antagonista seletivo da subunidade mu com relagio ao grupo
controle tratado com carragenina. Isso sugere que apenas o antago-
nista seletivo da subunidade um (CTOD, 20ug/50ul/pata) foi capaz
de inibir o efeito analgésico do sobrenadante da cultura de fibroblas-
tos, demonstrando que os receptores kappa e delta nao participam
na mediacdo analgésica induzida pelos fibroblastos. Assim, pode-se
perceber que o grupo de opioide envolvido na antinocicepgio indu-
zida pela cultura de fibroblastos parece ser p agonista.

Diante disso, pode-se notar que hd uma relacio direta entre sistema
nervoso periférico, queratindcitos, fibroblastos e analgesia. Tal corre-

lagio suscita ser um potencial e seguro alvo para o desenvolvimento
de novas formas antinociceptivas que busquem a redu¢io dos efeitos
adversos conhecidos com o amplo uso de opioides exdgenos.

CONCLUSAO

O presente estudo indicou que sobrenadante de cultura de fibroblas-
tos e queratindcitos foi capaz de induzir antinocicepgio em hipe-
ralgesia inflamatéria induzida por carragenina, sendo esta mediada
pela liberacao de opioides enddgenos. Além disso, foi observado que
a reducio da hiperalgesia por sobrenadante de cultura de fibroblas-
tos ¢ mediada especificamente por agonista p opioide.
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