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RESUMO

SOUZA, Natalia Monnerat de. Curso temporal da liberacdo local de citocinas
inflamatdrias no modelo de dor poés incisional em ratos. 2013 56 p. Dissertacdo (Mestrado
em Medicina Veterinaria). Instituto de Veterinaria, Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro, Seropédica, RJ, 2013.

A dor pds-operatdria é uma forma comum e Unica de dor aguda e apesar dos avangos
em seu estudo, permanece subtratada. As diferentes modalidades de dor sdo geradas e
mantidas por diferentes mecanismos fisiopatoldgicos, devendo ser estudadas
independentemente. Tem sido postulado que as citocinas possam desempenhar papel chave na
dor pos-cirdrgica. Desta forma, analisamos o curso temporal da liberagdo local de citocinas
inflamatdrias no modelo de incisdo plantar em ratos. Inicialmente analisamos o padrdo de
hiperalgesia mecanica e térmica através de testes nociceptivos de von Frey e no teste de
Hargreaves, respectivamente. Nossos animais tiveram, em ambos os testes, redugdo dos
limiares de retirada 1 hora apds a incisdo plantar que pode observada até as 72 horas apds a
cirurgia, quando comparados com animais sem incisdo. Com base nesses resultados, nds
analisamos a liberacdo local das citocinas pro-inflamatdrias IL-1B, 1L-6 e TNF-a e das
citocinas anti-inflamatorias 1L-10 e IL-4 pelo método de quimiluminescéncia as 2, 6, 8, 24,
48, 72 e 96 horas apds a incisdo plantar. Nossos resultados mostram que a incisdo plantar
produziu um aumento significativo nas concentracdes de IL-1p e de IL-6 seis e 8 horas ap6s
incisdo, retornando a valores ndo significativamente diferentes do controle nos demais tempos
estudados. As concentracdes de TNF-o ndo apresentaram valores estatisticamente diferentes
do controle em nenhum tempo estudo. As concentracbes de IL-10 aumentaram
significativamente 2 horas pos incisdo, retornando a valores néo significativamente diferentes
do controle nos demais tempos estudados. Ja os niveis de IL-4 se encontravam elevados no
grupo controle, havendo reducdo da concentracdo desta citocina 24 e 48 h apés a cirurgia. A
manutencdo da hiperalgesia ndo parece estar associada a uma aumento sustentado nas
concentragfes destas citocinas no local da incisdo. Outros mecanismos e diferentes
mediadores devem contribuir para a manutencdo da hiperalgesia no modelo de dor pos-

operatoria.

Palavras-chave: dor pds-operatoria, nocicepcao, citocinas



ABSTRACT

SOUZA, Natalia Monnerat de. Time course of local release of inflammatory cytokines in a
model of post-incisional pain in rats. 2013 56 p. Dissertation (Master Science in Veterinary
Medicine). Instituto de Biologia, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica,
RJ, 2013.

The postoperative pain is a common and single for m of acute pain and despite
advances in their study, remains undertreated. Different types of pain are generated and
maintained by different pathophysiological mechanisms, therefore the each type of pain
should be studied independently. It has been postulated that cytokines may play key role in
post-surgical pain. Thus, we analyzed the time course of local release of inflammatory
cytokines in the plantar incision model in rats. Initially we analyzed the pattern of thermal and
mechanical hyperalgesia using the nociceptive tests of von Frey test and Hargreaves,
respectively. Our animals had in both tests lower withdrawal thresholds 1 hour after incision,
and this reduction could be observed until 96 hours after surgery as compared with animals
without incision. Based on these results, we analyzed the local release of pro-inflammatory
cytokines IL-1B, IL-6 and TNF-o and anti-inflammatory cytokines IL-10 and IL-4 by
chemiluminescence at 2, 6, 8, 24, 48, 72 and 96 hours after the plantar incision. Our results
show that plantar incision produced a significant increase in the concentrations of IL-1p and
IL-6 six and 8 hours after incision, returning to values not significantly different from controls
in the other periods studied. The concentrations of TNF-a were not statistically different from
controls at any time study. The concentrations of 1L-10 significantly increased 2 hours after
incision, returning to values not significantly different from controls in the other periods
studied. The levels of IL-4 were higher in the control group, with a significant reduction of
the concentration of this cytokine 24 and 48 h after surgery. The maintenance of hyperalgesia
does not appear to be associated with a sustained increase in the concentrations of these
cytokines at the site of the incision. Different mechanisms and mediators must contribute to

the maintenance of the hyperalgesia in this model of postoperative pain.

Keywords: postoperative pain, nociception, cytokine
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dirigem-se ao talamo e se projetam para regides corticais (Modificado de D’MELLO &
DICKENSON, 2008). Pag. 8.

Figura 2: Ativacdo imune e sensibilizacdo nociceptor apés a lesdo. Lesdo inicia a liberacéo
de mediadores que ativam TLRs em queratindcitos e mastocitos (MC) perto do terminal
nervoso. Os vasodilatadores sdo também liberados, promovendo a adesdo e transmigracdo das
células do sistema, incluindo células T (T), neutrofilos (N) e mondcitos (MN), e do
recrutamento de macrofagos (M). Estas células, uma vez ativadas, lancam uma bateria de
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desgranulacdo dos mastocitos requer contato direto entre mastocitos e terminagdes nervosas,
mediada pelo N-caderina (N-cad). A metaloproteinase MMP-24 impede a desgranulagdo dos
mastocitos pela digestdo N-cad. (2) Liberacdo de TNF-a e IL-15 por nervos periféricos e
células de Schwann ativa 0 MMP-9 e facilita o recrutamento de macréfagos. (3) terminais
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antidromica de ramos terminais nervosos vizinhos (ver texto). Substancia P e CGRP
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Figura 3: A via do receptor Toll-like (TLR). Ativacdo de TLR inicia a resposta imune
inata, que esta envolvido na cascata de citocinas que medeia a dor cronica. A ativacdo da
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proteins”, que inclui a proteina MyD88, o receptor de interleucina-1 associada a quinase,
proteina de interacdo Toll, e a proteina adaptadora TRAF6. Estas proteinas ativam a quinase
TAK1, que finalmente levam a ativacdo de cascatas de sinaliza¢do, incluindo fator nuclear kB
e proteina quinase ativada por mitdgeno (MAPK) vias. A ativacdo destas vias pode entdo
induzir a sintese de citocinas, tais como fator de necrose tumoral o (TNF-a), interleucina-1
(IL-1B) e interleucina-6 (IL-6). Ambos os TLRs e receptores para IL-1p tém estruturas
semelhantes e compartilham um motive citoplasmatico. Ativacdo de ambos os tipos de
receptores recruta um complexo “scaffolding” que levam a supra-regulacdo da produgdo de
citocinas (MILLER et al., 2009). Pag. 17.

Figura 4: Esquema ilustrando o protocolo experimental para avaliacdo da hiperalgesia.
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Figura 7: Aparelho utilizado para realizacdo dos testes de hiperalgesia mecénica- Von
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insercdo do transdutor de forca pela grade (www.insightltda.com.br). Pag. 24.

Figura 8: Aparelho utilizado para realizacdo dos testes de hiperalgesia térmica-
Hargreaves. A figura ilustra o local onde o animal permanece enquanto recebe o estimulo
térmico através da superficie de vidro. Pag. 25.
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Figura 9: Esquema dos procedimentos realizados pela técnica de quimiluminescéncia
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variacdes de concentracdo de citocinas expressa em Pg/mL. Pag. 35.

Figura 17: Grafico mostrando a correlacéo entre os valores dos testes de Hargreaves e VVon

Frey feitos no modelo de dor pds- incisional em ratos.. Pag. 36.

Figura 18: Grafico mostrando a correlagdo entre as concentragdes da citocina IL-1B e da

citocina IL-6 locais no modelo de dor p6s- incisional em ratos. Pag. 37.

Figura 19: Grafico mostrando a correlagdo entre as concentracGes da citocina IL-4 e da

citocina IL-6 locais no modelo de dor p6s- incisional em ratos. Pag. 38.

Figura 20: Grafico mostrando a correlagdo entre as concentracGes da citocina IL-4 e da

citocina IL-10 locais no modelo de dor pés-incisional em ratos. Pag. 39.

Figura 21: Grafico mostrando a correlagdo entre as concentra¢fes da citocina IL-10 e da

citocina IL-6 locais no modelo de dor pos- incisional em ratos. Pag. 40.

Figura 22: Grafico mostrando a correlagdo entre as concentragdes da citocina IL-10 e da

citocina TNF-a locais no modelo de dor pds- incisional em ratos. Pag. 41.

Xiv



LISTA DE ABREVIACOES, SIGLAS E SIMBOLOS

AMPc- Monofosfato ciclico de adenosina
ANOVA- Anélise de variancia

ATP- Adenosina trifosfato

BDNF- Fator neurotrdfico derivado do cérebro

g- Gramas

CGRP- Peptideo relacionado ao gene da calcitonina
COX2- Cicloxigenase 2

CYTR- Receptor de citocinas

DRG- Ganglio da raiz dorsal

ELISA- Ensaio de imunoabsorcéo ligado a enzima
GABA- Acido gama-aminobutirico

G-CSF- Fator estimulador de colénias granulocitérias
GFAP- Proteina glial fibrilar &cida

IASP- Associacdo internacional para estudos da dor
IFN-y — Interferon gama

IFN-a- Interferon alfa

IL-1B- Interleucina 1beta

IL-4- Interleucina 4

IL-6- Interleucina 6

IL-8- Interleucina 8

IL-10- Interleucina 10

JAK- Janus quinase

LGG- Canais dependentes de ligantes

M- Macrdéfagos

MAPK- Proteina quinase ativada por mitdégeno
MC- Mastocitos

MMP- Metaproteinase

MN- Monacitos

MTP- Metaloproteinase

N- Neutréfilos

N-cad- N-caderina

XV



NEP- Endopeptidase neutra

NF-xB- Fator kB

NGF- Fator de crescimento nervoso

NMDA- N-Metil-D-Aspartato

NPI- Sem incisdo plantar

PAG- Substancia cinzenta periaquidutal

PGE2- Prostaglandina E2

PKC- Proteina quinase

RNA- Acido ribonucleico

RNAmM- Acido ribonucleico mensageiro

RT-PCR- Reacdo em cadeia de polimerase-transcriptase reversa
SOCS- Supressoras de sinalizacéo de citocinas

s- segundos

SA-PE- Estreptavidina- ficoeritina

SP- Substancia P

STAT- Proteinas transdutoras do sinal e ativadoras da transcri¢ao
T-Células T

TLR- Toll-Like

TLRs- Receptores Toll-Like

TNFa- Fator de necrose tumoral alfa

TNFR1- Receptor de TNF tipo 1

TNFR2- Receptor de TNF tipo 2

TrkA- Receptor tirosina quinase

TRP- Receptor de potencial transiente

TRPV1- Receptor de potencial transiente vaniloide tipo 1
TRPV4- Receptor de potencial transiente vanildide tipo 4

XVi



SUMARIO

DEDICATORIA ..o e e et e et et e e e e et e s e e e e s e e eeereer s Vi
AGRADECIMENTOS ..o oot ee et ee et e e s et e e et e e e e e s et e e e er e, Vii
RESUMO ..ot e e e et e s e e e et e e et e e s et e e et e e ee e e s e e r et e e ereteer e ix
AB ST RACT oottt et et e e e e et et e e e et e et e e e s et et et e e et et e e et et e et e e et e e et eeeas X
LISTA DE TABELAS E FIGURAS ....oo oot eeeee et ae e ees e eesateesanaeen s Xi
LISTA DE ABREVIACOES, SIGLAS E SIMBOLOS........c.ccoovveiseriesieressesierienens XV
SUMARIO ..o et e e e e e et e s et et e e s e e e e et et e e et e er e e e e et e esae e, 1
(R [Nl 210 ] 51U 07X @ T 3
2. OBIETIVOS ..o ettt et e et et s e et et e et e e e et e et e e er e ee e e er e 5
2.1 OBIETIVO GERAL ..ot et et e et e s er e es e s s 5
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS ..o oo ee e e aer e eeen s 5
3. REVISAO DE LITERATURA ..ocooeoeeeeeeeeeeeeeee e e 6
B L DOR oo e e 6
3.2 DOR INCISIONAL ..ot e e e e e e e e et e e e e s e e e e er e eeeaans 8
3.3 SENSIBILIZACAO PERIFERICA ........ooeoeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 8
3.4 SENSIBILIZACAO CENTRAL w...ooovieieeeeeeteeeeetese st 11
3.5 PAPEL DAS CITOCINAS INFLAMATORIAS NA HIPERALGESIA........... 12
3.6 METODOS DE ANALISE DA DOR POS-INCISIONAL ....c.coveveeeeeeeeeeerenn, 19
4. MATERIAIS E METODOS. ... .ot e e e enene 20
AL ANIMALS oo e e et e et er e r et e e e e e s e e ee et e e es e e s e 20
4.2 DESENHOS EXPERIMENTAIUS ..o 20
4.2.1 Avaliagio da HIperalgesia .........cccoveiiiinieiiieie e 20
4.2.2 Curso temporal da liberag&o de CitoCINaS .........cccoceviiiiiiieiiiecsc e 21

4.3 METODO DE INCISAO NA PATA . ocooeoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e enee e er e 21
4.4 TESTES NOCICEPTIVOS ...t ee et e e e en et eee s eseeeae e e enanens 23
4.4.1 Avaliacdo da Hiperalgesia Mecanica— TESTE DE VON FREY: .............. 23
4.4.2 Avaliacdo da Hiperalgesia Térmica - TESTE DE HARGREAVES. .......... 24

1



4.5 COLETA E PREPARACAQ DOS TECIDOS........oveveieieieeeeeeeereseeereeineae 24

4.6 ANALISE DA S CITOCINAS PERIFERICAS.........oeveeeeieeereee oo 25
4.7 ANALISE ESTATISTICA ....ovieeeeeeeeeeeee et en s 27

RESULTADOS ....oviteeeresievstee st seesesses s s sn st sssssssssesssnssn st 28
5.1 TESTES DE HIPERALGESIA MECANICA- VON FREY ......cccvvevvvrrierninn, 28
5.2 TESTES DE HIPERALGESIA TERMICA- HARGREAVES.........c.cccccvcvvvenunne, 29
5.3 LIBERACAO LOCAL DE IL-1B APOS INCISAO.......cccoovirrrirsrerirniernnens 30
5.4 LIBERACAO DE IL-6 NO LOCAL DA INCISAO.......ccoiiierirserirsersnns 31
5.5 LIBERACAO DE TNFa NO LOCAL DA INCISAO .....ccoooveeeereecceecececeeeeens 32
5.6 LIBERACAO DE IL-10 NO LOCAL DA INCISAO.......cccovirersrereenreriinienis 33
5.7 LIBERACAO LOCAL DE IL-4 APOS INCISAO .......ccovveierrrriiesiersrsienesnens 34

5.8 CORRELACAO ENTRE OS TESTES DE HARGREAVES X VON FREY ...35
5.9 CORRELACAO ENTRE A CONCENTRACAO DE DIFERENTES

CITOCINAS NO MODELO DE DOR POS INCISIONAL .......coovvrrrieeereeeeeseeens s 36
5.9.1 Correlacdo entre a concentragdo de IL-1B € IL-6......cooovvveiiieiciiniiiee 36

5.9.2 Correlacdo entre a concentragdo de IL-4 € IL-6 ........cccoevvviveveiiecicccee, 37

5.9.3 Correlacdo entre as concentracfes de IL-4 E IL-10 .......ccccooevveiecieiecnenee. 38

5.9.4 Correlacdo entre as concentragdes de IL-10 E IL-6 .......cccccevevireninerinnnn. 39

5.9.5 Correlacdo entre as concentracfes de IL-10 E TNF-a .......cccceevevieiesnnnen. 40

B.  DISCUSSAD ...ttt 41

6.1 HIPERALGESIA INDUZIDA PELO MODELO DE INCISAO PLANTAR ...41
6.2 LIBERACAO LOCAL DE CITOCINAS INFLAMATORIAS NO MODELO

DE INCISAO PLANTAR .o e e oo e oo e et e e e e 43
6.3 CORRELACAO ENTRE OS DADOS OBTIDOS ........ooovviiereriieeeereersienisnens 45

7. CONGCLUSODES ... e et an e 48

8. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ... 49



1. INTRODUCAO

A dor é um fendbmeno multidimensional, envolvendo aspectos fisico-sensoriais e
aspectos emocionais. Sendo considerada pela Associagdo Internacional para Estudos da Dor
como “uma experiéncia sensorial e emocional desagradavel associada com danos reais ou
potenciais em tecidos, ou assim percebida como dano”. A dor apresenta dois componentes:
um perceptivo-discriminativo, que permite ao organismo identificar o estimulo como
doloroso, localiza-lo numa determinada regido e discriminar sua intensidade; e um afetivo-
motivacional, que compreende a associacdo de aspectos emocionais ao estimulo e uma série
de respostas de defesa que inclui desde a retirada reflexa até o comportamento de fuga ou luta.

Lesdo dos tecidos e nervos inicia uma resposta inflamatoria que se destina a conter
patdgenos, tecidos danificados, limpar e promover a reparagdo. Como um dos cinco sinais
cardinais da inflamacdo, a dor é inicialmente protetora e benéfica para a recuperacdo. No
entanto, sob certas condicdes, a dor persiste e se torna crénica, mesmo apos a cura da lesdo. A
dor cronica afeta milhdes de pessoas e é dificil de tratar. Os mecanismos pelos quais a dor
cronica surge apos lesdo aguda permanecem obscuros.

Segundo a Sociedade Brasileira para o Estudo da Dor, pelo menos 30% dos individuos
durante algum momento da sua vida € afetado pela dor e, em 10 a 40% deles, tem duracao
superior a um dia. E a causa principal de sofrimento, incapacitacdo para o trabalho e leva a
graves consequéncias psicossociais e econdmicas. Muitos dias de trabalho podem ser perdidos
por causa da dor por aproximadamente 40% dos individuos. A incidéncia da dor crénica no
mundo oscila entre 7 e 40% da populacdo e como consequéncia da mesma, cerca de 50 a 60%
dos que sofrem dela ficam parcial ou totalmente incapacitados de maneira transitoria ou
permanente, comprometendo de modo significativo a qualidade de vida, sendo a razdo da
procura de clinicas médicas em um terco dos casos.

A dor poés-operatdéria € uma forma comum e Unica de dor aguda e uma analgesia
eficiente além de fornecer conforto ao paciente € capaz de reduzir a morbidade e a
mortalidade apo0s a cirurgia. Nos Estados Unidos quase 100 milhdes de cirurgias sao
realizadas por ano, e mais de 80% dos pacientes relatam dor pos-operatdria, indicando que a
dor aguda é subtratada podendo tornar-se uma condicdo cronica. Pode-se gastar com um
paciente de 30 anos com dor cronica cerca de 1 milhdo de délares até o fim de sua vida.



Como as dores de diferentes etiologias apresentam mecanismos fisiopatologicos
distintos, algumas estratégias terapéuticas somente sao eficazes contra algumas formas de dor
persistente. Desta forma, modelos clinicos e pré clinicos de dor pds cirurgica tornaram-se de
extrema importancia para investigacdo desses mecanismos fisiopatoldgicos da dor e para
avaliacdo de novas terapias analgésicas.

A injudria tecidual produzida pela incisdo provoca hiperalgesia, que € o aumento da
sensibilidade a dor no local da leséo, que inclui tanto a diminui¢cdo do limiar nociceptivo
como o aumento da resposta a estimulos supralimiares. A hiperalgesia € decorrente de
mecanismos de sensibilizagdo central e periférico. A sensibilizacéo periférica ocorre no local
da injuria e é decorrente da sensibilizacdo de nocicetores, enquanto que a hiperalgesia
secundaria envolve alteragdes no processamento de informacdo sensorial no sistema nervoso
central. A sensibilizacdo de nociceptores é resultado da resposta inflamatéria iniciada pela
injuria tecidual. A lesdo inicia a liberacdo de mediadores que ativam TLRs (Toll-like
receptors) em queratindcitos e mastdcitos proximos ao terminal nervoso. Substéncias
vasodilatadoras sdo também liberadas, promovendo a adesdo e transmigracdo das células do
sistema imune, incluindo células T, neutrofilos e mondcitos, e o recrutamento de macréfagos.
E langada uma bateria de mediadores inflamatérios como acetilcolina, bradicinina,
interleucinas, prostaglandinas, substancia P, leucotrienos, fator de ativacdo plaquetaria,
radicais acidos, ions potéssio, tromboxanos, e fator de crescimento nervoso que atuam em
receptores expressos em terminacGes nervosas nociceptores adjacentes, levando a
sensibilizacdo nociceptor periférico. Diversas citocinas sdo liberadas durante este processo e
desempenham um papel fundamental na geracdo e na manutencao da dor.

Apesar de grandes avancos no entendimento do papel das citocinas inflamatérias em
outros modelos de dor, poucos estudos tém analisado o papel delas no modelo de dor pés-
incisional em ratos. Desta forma o presente estudo propde avaliar o curso temporal de
liberacdo local de citocinas interleucina 1B (IL-1B), interleucina 6 (IL-6), fator de necrose
tumoral o (TNFa), interleucina 10 (IL-10) e interleucina 4 (IL-4) até 96 horas ap0s inciséo
plantar em ratos e relacionar este padréo de liberagdo com a manutencdo da hiperalgesia

térmica e mecanica.



2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o curso temporal da hiperalgesia gerada pelo modelo de incisdo plantar em

ratos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Analisar a produgdo de citocinas inflamatorias (IL-1B, IL-6, TNF-a) e anti-
inflamatorias (IL-4 e IL-10) no local da lesdo em diferentes tempos.

Avaliar a relacdo entre a liberacdo de citocinas inflamatorias na pata e a manutencédo

da hiperalgesia causada pela inciséo plantar em ratos.



3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 DOR

Segundo a Associacdo Internacional para o Estudo da Dor (IASP) a dor pode ser
definida uma experiéncia sensorial e emocional desagradavel associada a um dano real ou
potencial de tecidos (IASP, 2011). Essa sensacdo faz parte de todo o desenvolvimento da vida
e pode ser percebida desde o nascimento até a morte (TURK & MELZACK, 1992). Pode se
apresentar de duas formas: a dor fisioldgica que possui funcdo protetora e é sentida apds se
expor diversos estimulos; e a dor patologica decorrente de danos aos tecidos e nervos
provocando mudancas no sistema nervoso sem fungdo adaptativa e que contribui para
morbidade do paciente (LAMONT, 2002).

A nocicepcdo € o componente fisiolégico da dor, e consiste nos processos de
transducdo do estimulo nocivo em sinais elétricos por nociceptores periféricos, conducéo dos
sinais codificados por neurbnios aferentes para o corno dorsal da medula espinhal e,
subsequente transmissdo e modulacdo de sinais neurais em niveis espinhais e supraespinhais
(LEMKE, 2004). A percepcdo consciente da dor depende deste processo de nocicepc¢do
(LAMONT et al., 2000). Desta forma, a nocicepcao refere-se a manifestacdes
neurofisioldgicas geradas por estimulos nocivos e dor envolve a percepcdo de um estimulo
aversivo, que requer a capacidade assimilacdo e elaboragdo de impulsos sensoriais
(ALMEIDA et al., 2004).

Estimulos potencialmente nocivos ativam 0s nociceptores, nas terminacdes de fibras
fibras C e Ad. Estas fibras produzem sensac6es de dor distintas, uma vez que as fibras do tipo
C sdo amielinizadas e as fibras do tipo A sdo mielinizadas, causando uma resposta bifasica a
dor (BISHOP, 1958). O corpo celular destas fibras também chamados neurdnios de primeira
ordem estdo no ganglio da raiz dorsal e seus axonios sdo projetados no corno dorsal da
medula espinhal que é dividido em laminas (TODD, 2002). A maior parte das fibras C e A
terminam nas l&minas | e Il e a menor parte nas laminas mais profundas. As fibras AP
terminam nas laminas Ill e IV (TODD, 2002). Os neurdnios de segunda ordem, projetam
axonios a partir das laminas profundas Il e IV cruzando para o lado oposto e se incorporam
aos feixes espinotalamicos na coluna anterolateral da medula espinhal. Os feixes

espinotalamicos ascendem pela medula espinhal até o tronco encefalico e formam o leminisco



espinhal junto as fibras nociceptivas do ndcleo espinhal trigémeo. Os impulsos sdo emitidos
ao talamo, onde se localizam os nudcleos de terceira ordem o qual os axénios se projetam nos
cortices somestésicos primarios e secundarios, insula, cingulo anterior e cértex pré-frontal
(TRACEY & MANTYH, 2007). Essa via fornece o componente sensorial da experiéncia
dolorosa. Os neurdnios de projecdo que saem da lamina | ascendem para a substancia cinzenta
periaquidutal, ndcleo parabraquial e medula ventral medial rostral, onde h& projecdes
descendentes de volta ao corno dorsal da medula espinhal (TODD, 2002) (Figura 1). O
caminho descendente € influenciado por regides limbicas e pode ser incorporado o
componente emocional na experiéncia dolorosa (D’MELLO & DICKENSON, 2008).
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Figura 1: Esquema representando as vias nociceptivas. As fibras A8, Ap e C tém corpos celulares localizados

no ganglio da raiz dorsal (DRG) e transmitem os impulsos nervosos até o corno dorsal da medula espinhal.
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Neuronios de projecdo da lamina | (NS) inervam o ndcleo parabraquial (PB) e substancia cinzenta periaquidutal
(PAG), que se comunicam com o sistema limbico. Dessas regides partem projecdes descendentes para o nicleo
do tronco encefalico como bulbo ventro medial rostral (RVM). Os nicleos da lamina V (WDR) dirigem-se ao
talamo e se projetam para regides corticais (Modificado de D’MELLO & DICKENSON, 2008).

3.2 DOR INCISIONAL

Uma analgesia eficiente € de extrema importancia para fornecer conforto ao paciente e
reduzir a morbidade e a mortalidade p6s cirdrgica (BRENNAN et al., 1996), além de estudos
focados em técnicas de analgesia é necessario estudar os mecanismos da dor causados pela
incisdo (BRENNAN et al., 2005).

A hiperalgesia causada pela incisdo possui caracteristicas Unicas (POGATZKI &
RAJA, 2003). Como as dores de diferentes etiologias apresentam mecanismos
fisiopatoldgicos distintos, algumas estratégias terapéuticas somente sdo eficazes contra
algumas formas de dor persistente (ZAHN et al., 2002).

A lesdo tecidual provoca duas mudancas na resposta do sistema nociceptivo: a
sensibilizagdo periférica e a sensibilizacdo central (BRENNAN et al., 2005).

3.3 SENSIBILIZACAO PERIFERICA

A sensibilizacdo periférica conduz a hiperalgesia priméaria que é definida como uma
resposta exagerada a um estimulo doloroso no local da lesdo, provocando um aumento na
resposta ao estimulo térmico e mecéanico na area de incisdo. Tal sensibilizagdo envolve as
fibras aferentes primérias e é caracterizada pela reducdo do limiar de resposta, aumento na
magnitude da resposta para estimulos supralimiares, aumento na atividade espontanea, bem
como aumento da area em que estimulos geram potenciais de acdo (BRENNAN et al., 2005).

Lesdo dos tecidos e nervos inicia uma resposta inflamatéria que se destina a conter
patogenos, limpar tecidos danificados e promover a reparagdo. Apos a leséo, a inflamacéo é
desencadeada pela ativagcdo imune inata de receptores de reconhecimento de padrdes,
incluindo os receptores Toll-like (TLR), que reconhecem e se ligam patdgenos invasores ou
moléculas enddgenos liberadas a partir de células danificadas, como as proteinas Heat-shock
entre outras. Os TLRs sdo expressos em células do sistema imune, incluindo mondcitos ou
macrofagos e células dendriticas e em células imuno-relacionadas, tais como queratindcitos.
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A ligagdo as TLRs é seguido pela ativacdo do fator-kB (NF-kB) de sinalizacdo nuclear e a
liberagdo de citocinas inflamatorias. Células imunes residentes, mastocitos e macrofagos
também sdo ativados dentro de minutos ap6s a lesdo e liberam citocinas pro-inflamatdrias,
quimiocinas, fatores de complemento (C3a e Cb5a) e vasodilatadores, incluindo aminas
vasoativas e bradicinina. Células originarias do sangue como neutrofilos, mondcitos e
linfocitos T aderem as paredes dos vasos, extravasam e acumulam-se no local da les&o. Estas
células imunes contribuem para a sensibilizacdo nociceptiva periférica, liberando fatores
sollveis e interagindo diretamente com nociceptores (REN & DUBNER, 2010).

Os mastocitos participam da resposta imune inata e de reacBGes alérgicas e sdo
degranulados em poucos minutos apds uma reacdo inflamatoria, resultando na liberacdo de
histamina, bradicinina, prostaglandinas, fator de agregacdo plaquetaria, substancia P,
leucotrienos entre outros que contribuem para vasodilatacdo (LAWRENCE et al., 2002). A
degranulagdo dos mastdcitos requer a interacdo direta entre os mastdcitos e os terminais de
nervo periférico, e esta interacdo € mediada pela molécula de adesdo dependente de calcio
celular N-caderina 12. A N-caderina é expressa em mastdcitos e em neurdnios sensoriais
primarios e é clivada pela metaloproteinase MT5-MMP (MMP-24), que € expressa por
neurbnios (SUZUKI et al., 2004). Expressdo de N-caderina € aumentada em camundongos
deficientes de MT5-MMP, e isto d& origem a um aumento das intera¢fes entre mastdcitos e 0s
terminais de neurbnios, aumentam a degranulacdo dos mastocitos e sensibilidade a dor
térmica (hiperalgesia térmica) (REN & DUBNER, 2010). .

O recrutamento de macréfagos apds a lesdo do nervo € mediada por varias citocinas
inflamatorias. O TNF-a (fator de necrose tumoral alfa), que € liberado a partir das células de
Schwann, imediatamente apos a lesdo do nervo, ativa a MMP-9 (metaproteinase 9). Por sua
vez, a MMP-9, promove a migracdo de macrdfagos para o local ferido através de ruptura da
barreira hemato-encefalica (SHUBAYEV, 2006; SHUBAYEV & MYERS, 2000). A
interleucina 15 (IL-15), que atua sobre as células B, promove a proliferagdo de células T e é
liberada em nervos algumas horas apos a lesdo. Consistente com o seu papel pro-nociceptivo,
0 TNF-a induz a sensibilizagdo periférica do nociceptor, e a inje¢do intraplantar de 1L-15
induz hiperalgesia mecéanica (SORKIN, et al.,, 1997; VERRI et al.,, 2006). Apd6s o
recrutamento e ativacdo, os macrdéfagos contribuem para a sensibilizagdo dos nociceptores,
liberando varios mediadores soltveis (Figura 2).

Durante a inflamagdo neurogénica, os neurdnios aferentes primarios geram impulsos

que se espalham através de terminagGes nervosas vizinhas, resultando na liberacdo de
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neuropeptideos vasoativos como o peptideo relacionado ao gene calcitonina (CGRP) em
ramos periféricos. IL-1 também pode se ligar a terminais e induzir a libera¢&o da substancia P
e migracao de leucdcitos. Notavelmente, a degranulacdo dos mastdcitos € também facilitada
pela substancia P e CGRP. Interagcbes neuroimunes sdo sinérgicas, onde varios mediadores
soluveis podem amplificar a resposta e aumentar o recrutamento de células, facilitando a

sensibilizacdo e o surgimento de um estado de dor crénica (REN & DUBNER, 2010).
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Figura 2: Ativacdo imune e sensibilizacdo do nociceptor apds a lesdo. Lesdo inicia a liberacdo de mediadores
que ativam TLRs em queratindcitos e mastdcitos (MC) perto do terminal nervoso. Os vasodilatadores sdo
também liberados, promovendo a adesdo e transmigracdo das células do sistema, incluindo células T (T),
neutrdfilos (N) e mondcitos (MN), e do recrutamento de macrofagos (M). Estas células, uma vez ativadas,
lancam uma bateria de mediadores inflamatérios que atuam em receptores expressos em terminacfes nervosas
nociceptores adjacentes, levando a sensibilizagdo nociceptor periférico. Os alvos incluem receptores de citocinas
(CYTR), receptores acoplados a proteina G (CGRP), canais dependentes de ligante-(LGC) e receptor tirosina
quinase tipo 1 (TrkA). Trés exemplos de interagfes entre células do sistema imunoldgico e terminais nervosos
sdo retratados. (1) A degranulacdo dos mastdcitos requer contato direto entre mastdcitos e terminagdes nervosas,
mediada pelo N-caderina (N-cad). A metaloproteinase MMP-24 impede a degranulacdo dos mastdcitos pela
digestdo N-cad. (2) Liberagcdo de TNF-a e IL-15 por nervos periféricos e células de Schwann ativa 0 MMP-9 e
facilita o recrutamento de macréfagos. (3) terminais nervosos nociceptivos podem secretar substancia P (SP) e

CGRP através da ativagdo antidromica de ramos terminais nervosos vizinhos (ver texto). Substancia P e CGRP
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promovem vasodilatacdo e extravasamento de células imunes. Endopeptidase neutra (NEP) restringe a
neuroinflammacéo induzida pela substancia P e CGRP desgranulado (REN & DUBNER, 2010).

Por outro lado, as células lesadas liberam enzimas de seu interior, que no ambiente
extracelular degradam acidos graxos de cadeia longa e atuam sobre os cininogénios, dando
origem a formacé&o de cininas, como a calidina, que é convertida em bradicinina por enzimas
teciduais. Uma vez formada, a bradicinina provoca intensa dilatacdo arteriolar e aumento da
permeabilidade capilar, contribuindo para a propagacdo da reacdo inflamatoria. Também, a
acdo da fosfolipase A na membrana celular provoca a liberacdo de acido araquiddnico. Este é
metabolizado por trés sistemas enzimaticos principais: a cicloxigenase, de cuja atuacdo
obtem-se as prostaglandinas, os tromboxanos e as prostaciclinas; a lipoxigenase, que provoca
a producdo de leucotrienos e lipoxinas; e o citocromo P-450, que origina os denominados
produtos da via da epoxigenase. Essas substancias, sobretudo as prostaglandinas E2 (PGE2),
também promovem diminui¢do do limiar de excitabilidade dos nociceptores (O’BANION,
1999).

3.4 SENSIBILIZACAO CENTRAL

Estimulos nocivos geram alteracGes no sistema nervoso central. A estimulacdo de
nociceptores leva a dor espontanea, reducdo do limiar de sensibilidade e hiperalgesia. A
sensibilizacdo central provoca alteragdes como reducdo do limiar ou aumento da resposta a
impulsos aferentes, descargas persistentes apos estimulos repetidos e ampliacdo de campos
receptivos de neurénios do corno dorsal (ROCHA et al., 2007).

Apos a lesdo tecidual ocorre liberagdo de neurotransmissores como a substancia P
(SP), somatotastina, peptideo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP), neurocinina-A,
aspartato e glutamato. Essas substancias estdo relacionadas com a ativagdo de potenciais pos
sinapticos excitatdrios e dos receptores N-metil-D- aspartato (NMDA) e ndo NMDA (JI et al.,
2003).

A sensibilizacdo central também ¢é mediada pela facilitacdo de longo termo que
envolve a ativagdo de fatores de transcricdo e alteragdes na transcrigdo. Os fatores de
transcricdo modulam a relacdo entre o complexo receptor- neuromediador e as alteragdes na
expressao génica (SAND-KUHLER, 2000). O estimulo nociceptivo também aumenta a

expressao de genes de resposta imediata c-fos, c-jun, de enzimas COX-2 e de genes de
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resposta lenta que codificam a prddinorfina, o receptor NK1 e a trkB no corno dorsal da
medula espinhal. Ocorre regulagdo ascendente das vias para sintese de citocinas, quimiocinas
e moléculas de ades&o.

As citocinas inflamatdrias podem ser ativadas de maneira direta, ou seja, sem a
participacdo de células gliais e astrocitos, através da acdo da SP, Glutamato, Oxido Nitrico,
Prostaglandinas, Fator de Crescimento Neural (NGF) e Peptideo relacionado ao gene da
calcitonina (CGRP) (MARCHAND et al., 2005). Tanto a SP como a citocina G- CSF
estimulam a producdo de IL-8, IL-12 e TNF-0. (MOSSNER et al, 2004).

A incisdo induz o “upregulation” de BDNF no ganglio da raiz dorsal e na medula
espinhal que contribui para a hipersensibilidade dolorosa (LI et al., 2008). Da mesma forma, a
ativacdo de microglias e astrocitos na medula espinhal também contribui para a
hipersensibilidade. A ativacdo glial estimula a producdo de citocinas, como a IL-1, IL- 6,
TNF-a. As células gliais, quando inativadas, produzem a diminui¢do da hipersensibilidade
mecénica, sendo um possivel alvo de tratamento (OBATA et al., 2006).

3.5 PAPEL DAS CITOCINAS INFLAMATORIAS NA HIPERALGESIA

Citocinas sdo polipeptideos ou glicoproteinas produzidas e liberadas por células
inflamatdrias (LIN et al., 2000). Uma mesma citocina pode ter diferentes acGes dependendo
do contexto bioldgico, podendo atuar em sinergismo ou antagonismo com outra citocina
(KUMAR et al.,, 2010). Sdo mediadores fundamentais para desenvolvimento da dor e
inflamacdo. Quando secretadas podem atuar na resposta inflamatéria como mediadores da
inflamacéo, no crescimento e diferenciacdo celular (ROTHWELL & STRIJBOS, 1995).

As citocinas sdo pleiotropicas, entdo podem apresentar funcdes diferentes. Podem
exercer funcdo de uma outra citocina em determinadas situacdes, por isso existe a dificuldade
do bloqueio e desenvolvimento de terapias baseadas numa unica citocina. Também podem ter
interacdo sinérgica aumentando seus efeitos quando agem em conjunto ou podem até inibir
ou anular umas as outras, fazendo um balanco entre elas (TURRIN &PLATA-SALAMAN,
2000; RUBIO-PEREZ & MORILLAS-RUIZ, 2012). Por isso a generalizacdo do efeito de
uma citocina de uma condigéo para outra pode ser perigosa.

Normalmente as citocinas agem aonde sdo produzidas, ou seja, possuem acédo

autocrina, agindo na mesma célula que a produziu. Também poder exercer fungdo em uma
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célula préxima (acdo parécrina) e quando produzidas e secretadas em grandes quantidades
podem entrar na circulacdo e ter uma fungéo enddcrina (GIBSON et al., 2004).

A maioria das citocinas pro-inflamatorias é regulada por intermédio da via JAK-
STAT. Assim que a citocina se liga ao seu receptor é ativada a cascata de sinalizacéo
intracelular atraves da Janus quinase (JAK), fosforilando uma tirosina. Proteinas transdutoras
do sinal e ativadoras da transcrigdo (STAT) se ligam ao local fosforilado através do dominio
SH2, entrando no nucleo celular e ativando a transcricdo de genes que respondem as citocinas
(KISSELEVA et al., 2002). A regulacdo dessa resposta é obtida pela ativacdo de genes que
levam a producdo de proteinas supressoras da sinalizacdo de citocinas (SOCS). Essas
proteinas podem agir se ligando diretamente ao receptor; reconhecendo a tirosina fosforilada e
se ligando a Janus quinase impedindo sua ativagdo ou competindo pelo sitio de acdo do
receptor inibindo a STAT (NICOLA et al., 1999; SHUAI & LIU, 2003; STARR & HILTON,
1999).

As citocinas podem ser classificadas de vérias formas. Uma classificagdo muito
utilizada € baseada em seu efeito final: citocinas anti-inflamatérias, quando inibem a resposta
inflamatdria ou como pro-inflamatérias quanto estimulam a inflamacdo (RUBIO-PEREZ &
MORILLAS-RUIZ, 2012). A IL-1, TNF, IFN-y (interferon-gama), IL-12, IL-18 e de fator
estimulador de colénias de granulécitos-macréfagos sdo bem caracterizados como citocinas
pré-inflamatérias, ao passo que a IL-4, IL-10, IL-13, IFN-a e fator de crescimento
transformante-p sao reconhecidos como citocinas anti-inflamatorias (VITKOVIC et al., 2001,
RUBIO-PEREZ & MORILLAS-RUIZ, 2012). Cavaillon (2001) discute que esta classificacdo
entre pro e anti-inflamatoéria € muito simplista. Ele argumenta que a resposta inflamatéria é
uma interacdo de mediadores extremamente complexa cuja contribuicdo exata pode depender
de muitos parametros. Neste caso, para aumentar a complexidade, ndo se deve esquecer que
0s seres humanos e 0s animais ndo sao iguais em termos das suas respostas inflamatorias. Os
conhecidos polimorfismos genéticos de diversas citocinas pro- e anti-inflamatorias sdo
associados com a amplitude/intensidade do processo inflamatorio. Adicionalmente, existe um
outro polimorfismo em termos da reatividade das células de destino em resposta a sinalizagdo
de citocinas. Esta heterogeneidade individual também deve ser considerada no estudo da
resposta inflamatoria (CAVAILLON, 2001). Desta forma, a agdo das citocinas deve ser
discutida em cada modelo experimental especificamente.

Um progresso consideravel foi feito na identificacdo e no mecanismo de acdo de

citocinas pro-algésicas. Agora é claro que, em resposta a uma lesdo ou infeccdo, as citocinas
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podem ser produzidas tanto por neurdnios como células da glia, e isto pode ocorrer tanto
periférica como centralmente. As citocinas podem também ser produzidas por células do
sistema imunologico que participam na resposta a lesdo, infeccdo ou toxicidade. Uma vez
sintetizados por estes diferentes tipos de células, as citocinas produzem efeitos de curto prazo
e de longo prazo sobre a excitabilidade de neurdnios sensoriais. Alguns destes efeitos séo
produzidos pelas proprias citocinas e alguns podem regular positivamente a sintese e
liberacdo de mediadores sob o seu controle. Assim, a resposta de citocinas é uma série
complexa de eventos que, finalmente, resulta em alteracdes a longo prazo no comportamento
do nociceptor (MILLER et al., 2009). A sensibilizagdo do nociceptor é resultado da ativacao
de uma “cascata" de producédo de citocinas. Estas cascatas de citocinas parecem iniciar com a
producdo de certas citocinas chaves multifuncionais que iniciam e orquestram a producdo
subsequente de outras citocinas e de numerosos outros mediadores pro-algésicos. As
primeiras citocinas ligadas a hipernocicepcéo inflamatoria foram a IL-1p (FERREIRA et al.,
1988) e TNF-a (CUNHA et al. 1992 ). Estas citocinas podem produzir efeitos diretos sobre 0s
neurdnios sensoriais e pode dar origem a novos mediadores, incluindo outras citocinas,
qguimiocinas, prostandides, neurotrofinas, cininas, lipidios, ATP, e membros da via do
complemento. A supra-regulagdo de IL-1p e TNF-a representa um dos primeiros eventos
observados nos nervos sensoriais em resposta ao trauma ou infec¢do. Por exemplo, apo6s a
lesdo de constricdo cronica do nervo ciatico, os niveis de TNF-a e IL-1B no nervo lesado
aumentaram mais de dez vezes dentro de 1 h (UCEYLER et al., 2007). Ambas citocinas sdo
capazes de suprarregular a sintese de numerosos mediadores e podem produzir
comportamentos de hipersensibilidade a dor quando administradas localmente, sobre a pele,
por via sistémica, ou na medula espinal (OPREE & KRESS, 2000; SCHAFERS et al., 2003,
MCMAHON et al., 2005). A sintese de citocinas locais parece ser suficiente para produzir
todas as alteragbes moleculares subsequéntes que medeiam a dor crénica (WHITE et al.,
2007). A inibicdo do TNF-a ou da acdo de IL-1p, utilizando anticorpos neutralizantes ou
estrategias semelhantes, inibe o desenvolvimento do comportamento de dor crénica numa
variedade de modelos (SCHAFERS & SOMMER, 2007). Por exemplo, anticorpos de TNF-a
atenuam o desenvolvimento de hiperalgesia térmica e alodinia mecénica em varios modelos
de dor neuropatica (CUNHA et al 2007;. SASAKI et al., 2007; ZANELLA et al., 2008).
Resultados como estes tém incentivado a visdo de que a manipulacdo da sintese de citocinas

num ponto no inicio do desenvolvimento do comportamento da dor crénica com reagentes
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deste tipo pode ter um papel terapéutico no tratamento de sindromes de dor cronica (MILLER
et al., 2009).

Apesar de uma enorme quantidade de estudos sobre a cascata de citocinas
inflamatdrias induzidas pelo estimulo e desenvolvimento de hipersensibilidade a dor, muito
poucos grupos tém investigado os mecanismos de manutencdo da dor crénica. O estagio
inicial na manutencdo da dor é dependente de célcio, uma vez que o uso de um inibidor de
calpaina pode diminuir os niveis de IL-1p e TNF-a 1 h apds a lesdo, enquanto que 0s
inibidores da transmissdo sinaptica excitatdria (por exemplo, com o bloqueador do receptor de
NMDA, MK&801) ndo afetam os niveis destas citocinas. Por outro lado, MK801 diminuiu com
sucesso 0s niveis de TNF-a e IL-1p durante 3 dias, enquanto os inibidores da calpaina nao
tiveram efeito (UCEYLER et al., 2007). Assim, é possivel que a manutencao da dor crénica
seja dependente da atividade inicial dos neurdnios sensoriais.

Elucidar a sequéncia exata dos eventos celulares e moleculares que levam ao inicio de
cascatas de citocinas relacionadas a dor € uma tarefa muito importante. Embora a resposta
para esta questdo ndo esteja completamente clara, had boas evidéncias de que 0s eventos
iniciais sdo 0s mesmos que aqueles identificados na iniciacdo dos sinais que desencadeiam a
resposta imune inata. Por exemplo, a ativacdo dos TLRs é um ponto de partida possivel para a
via das citocinas, que resulta na sintese de citocinas pleiotrépicas mestres como TNF-a, IL-
1B, e frequentemente também a interleucina-6 (IL-6). Os ligantes que ativam TLRs sdo

epitopos associados a patdgenos, ou "padrdes moleculares associados a patdgenos".
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Figura 3: A via do receptor Toll-like (TLR). Ativacdo de TLR inicia a resposta imune inata, que esta envolvida
na cascata de citocinas que medeia a dor cronica. A ativagdo da sinalizagdo TLR ocorre por meio de uma familia
de proteinas de adaptador (‘“adaptor-proteins”, que inclui a proteina MyD88, o receptor de interleucina-1
associada a quinase, proteina de interacdo Toll, e a proteina adaptadora TRAF6. Estas proteinas ativam a quinase
TAK1, que finalmente levam a ativagdo de cascatas de sinaliza¢do, incluindo fator nuclear kB e proteina quinase
ativada por mitégeno (MAPK) vias. A ativagdo destas vias pode entdo induzir a sintese de citocinas, tais como
fator de necrose tumoral a (TNF-a), interleucina-1p (IL-1p) e interleucina-6 (IL-6). Ambos os TLRs e receptores
para IL-1f tém estruturas semelhantes e compartilham um motive citoplasmatico. Ativacdo de ambos os tipos de
receptores recruta um complexo “scaffolding” que levam a supra-regulagdo da produgdo de citocinas (MILLER
et al., 2009).

O TNF-a claramente produz alteragdes na excitabilidade de neurdnios sensoriais numa
variedade de niveis. Algumas das alteracbes a longo prazo no comportamento exigem
alteracOes na transcri¢do de genes e expressdo de proteinas. No entanto, também é claro que o
TNF-a e outras citocinas podem produzir mudangas muito rapidas na excitabilidade neuronal
que parecem nao exigir alteracdes na transcricdo de gene. Estas alteracOes na excitabilidade
provavelmente podem ser efeitos diretos da sinalizagdo de citocinas nas propriedades de
canais ionicos, incluindo canais de sodio dependentes da voltagem e receptor de potencial
transiente (TRP) expressos pelos nervos sensoriais (MILLER et al., 2009) (Figura 3).
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TNF-a produz os seus efeitos através da ativacdo de dois subtipos de receptores de
TNF-a, TNFR1 e TNFR2 (MACEWAN, 2002). TNFR1 é expresso exclusivamente em
células neuronais e TNFR2 ¢ principalmente expresso em macrofagos e / ou mondcitos no
DRG (ganglio da raiz dorsal) em condices inflamatorias (L1 et al. 2004). Os efeitos
dependentes de TNFR1 parecem ser 0s mais relevantes para o desenvolvimento de
comportamentos porque a hiperalgesia mecénica induzida por TNF-a exdgena ou por
inflamacéo é reduzida em camundongos knockout de TNFR1, mas ndo em camundongos
knockout de TNFR2, e anticorpos neutralizantes de TNFR1 bem como o anti-sense RNA
contra 0 TNFR1 podem reduzir hiperalgesia induzida experimentalmente (SOMMER et al.,
1998, PARADA et al., 2003). A ativacao de receptores de TNF-a produz uma vasta gama de
opcdes de sinalizacdo, incluindo a ativacdo da via MAPK. Os efeitos rapidos do TNF-a
podem envolver a ativacdo de TNFR1 expresso por nociceptores e produzir via fosforilacdo
de p38 e induzir alteraces na excitabilidade neuronal (aumento das correntes resistentes a
Tetrodotoxina e a translocagdo de TRPV1, receptores tipo vaniloide 1) (MILLER et al.,
2009).

Além disso, o efeito do TNFa na hipersensibilidade mecénica € inibido pela
indometacina, atenolol e antagonistas de IL-1B, o que sugere que prostanoides, aminas
simpaticas e a IL-1p sdo mediadores da nocicep¢do causada pelo TNF-a. (CUNHA et al.,
1992; POOLE et al., 1999).

Outras citocinas podem também produzir efeitos rapidos na sinalizacdo excitatdria em
neurénios DRG. Por exemplo, sabe-se que os neurénios DRG podem expressar IL-1p e IL-6
em certas circunstancias, assim como os componentes do complexo receptor da IL-6 e o IL-
1R, 0 que sugere que estas duas citocinas podem também produzir efeitos diretos sobre a
excitabilidade do neurdnio DRG.

Em sintese, as principais citocinas que sdo rapidamente induzidas em associagdo com
a resposta imune inata podem excitar neurdnios DRG por uma variedade de mecanismos.
Alguns destes mecanismos sdo demasiadamente rapidos para envolver efeitos sobre a
transcricdo de genes e provavelmente alteram, via a regulacdo de cinase, as condutancias de
correntes importantes como a de canais de sodio e TRP. Moléculas tais como TNF-a, IL-1p e
IL-6 podem ser rapidamente reguladas positivamente pela microglia na medula espinhal, e
frequentemente por elementos periféricos, tais como o0s préprios neurénios sensoriais ou suas

células gliais associadas. Qualquer que seja a fonte celular das citocinas produzidas em
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resposta a uma lesdo, o aumento da excitabilidade neuronal sensorial pode ser um dos
primeiros efeitos induzidos pelas citocinas durante a dor cronica (MILLER et al., 2009).

Durante o curso da inflamacéo, citocinas pro- e anti-inflamatérias sdo produzidas, e o
balanco entre elas determina a magnitude da resposta inflamatoria. Para limitar as
consequéncias deletérias da acdo prolongada de citocinas pro-inflamatérias, a liberacdo de
TNF-a e IL-1B é acompanhada pela libera¢do de citocinas anti-inflamatérias, tais como I1L-4,
IL-10, IL-13 e IL-1ra. Estas citocinas anti-inflamatdrias modulam eventos inflamatorios e
imunoldgicos na inibicdo da produco e na acio das citocinas pro-inflamatdrias. E importante
mencionar que a IL-4 e IL-13 ndo sdo apenas anti-inflamatorias, em situacdes alérgicas atuam
como citocinas pré-inflamatdrias (VERRI et al., 2006).

A interleucina 4 (IL-4) é produzida por linfocitos T ativados, mastdcitos e células
gliais (DE WALL MALEFYT et al.,, 1995). Esta citocina suprime a producdo de outras
citocinas como IL-1B, TNFa ¢ I1-8 além de COX2 (FENTON et al., 1992). Também ¢ capaz
de diminuir a resposta a dor estimulada por bradicinina, carragenina, TNFa e acido acético
(CUNHA et al., 1999; VALE et al., 2003).

A IL-10 foi a primeira citocina anti-hipernociceptiva descrita e é liberada por células T
ativadas, células B, macréfagos e mastécitos (UCEYLER et al., 2009). Tem sido demonstrado
que a IL-10 inibe a producédo de citocinas pré-inflamatorias. Esta acdo supressora imune foi
demonstrada em camundongos deficientes de IL-10 que desenvolvem artrite induzida por
colageno. Uma resposta similar foi observada em ratos tratados com anticorpo anti-1L-10
(FIORENTINO et al., 1991, KASAMA et al., 1995). Diferentemente, a neutralizacdo da IL-
10 suprimiu significativamente a gravidade da artrite (TANAKA et al., 1996; VERRI et al.,
2006)

Apesar de grandes avangos no entendimento do papel das citocinas na dor como um
todo, poucos estudos discutem o padrdo temporal da liberacdo de citocinas na dor pos-
operatoria. Em ratos submetidos a incisdo toracica, foi observado aumento dos niveis de
RNAmM de IL-1p na medula espinhal a partir da primeira hora ap0s a cirurgia com retorno aos
niveis basais em 24 horas (FU et al., 2006). Loram e colaboradores (2007) usando um modelo
de incisdo na cauda observaram um aumento na liberacdo local de IL-1p e IL-6 iniciado no
primeiro dia e mantido até o quarto dia apés a incisdo. Ja as concentraces de TNF-o
aumentaram no segundo dia pos incisdo e foram mantidos por oito dias (LORAM et al.,
2007b). N&o encontramos estudos demonstrando a liberacdo citocinas anti-inflamatorias em

modelos de dor pds-operatoria.
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3.6 METODOS DE ANALISE DA DOR POS-INCISIONAL

O desenvolvimento de modelos animais que simulem condic¢des dolorosas, ajudam a
compreender 0s processos que conduzem a sua percep¢do. Um pesquisador s6 pode avaliar a
experiéncia dolorosa do animal usando indicadores comportamentais secundarios. Como a dor
ndo pode ser diretamente quantificada nos modelos animais, respostas comportamentais sao
avaliadas ap6s sua inducdo experimental. Varios estimulos foram desenvolvidos para
mensurar 0 comportamento nociceptivo a partir da retirada da regido afetada indicando dor.

Durante o final de 1800, Von Frey desenvolveu um teste de sensagdo ao toque. Eram
utilizados fios de cabelo e pélos de cavalo com flexibilidade diferentes para medir os diversos
limiares de pressao e tato (BELL- KROTOSKI, 1984). O teste de Von Frey é um método para
avaliar a sensibilidade tecidual ao estimulo mecénico muito utilizado clinicamente. Porém
devido a sua eficacia passou a ser utilizado também em experimentos laboratoriais para
avaliar o papel de diferentes medicamentos sobre a sensibilidade em animais (MOLLER et al,
1998).

Outro método eficaz para avaliagdo nociceptiva é o método de Hargreaves que foi
descrito em 1988 e consiste no aquecimento de uma pequena circunferéncia a partir de uma
fonte de calor infravermelho crescente, onde € colocada a pata ou cauda do animal e
observado em quanto tempo é feita a sua retirada (HARGREAVES, 1988).
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 ANIMAIS

Foram utilizados ratos albinos (Ratus novergicus) variedade Wistar, adultos, pesando
entre 240g a 280g, fornecidos pelo biotério do Departamento de Ciéncias Fisioldgicas da
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro. Em todas as fases do experimento os animais
ficaram em um ambiente com ciclo de claro- escuro de doze horas e receberam &gua e racdo
ad libitum.

Todos os procedimentos realizados foram aprovados pelo Comité de Etica em
Experimentagdo Animal do Instituto de Biologia da Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro sob protocolo numero 23.083.000962/2011-52.

4.2 DESENHOS EXPERIMENTAIS

4.2.1 Avaliacdo da Hiperalgesia

A hiperalgesia foi avaliada pelos métodos de Von Frey (hiperalgesia mecanica) e
Hargreaves (hiperalgesia térmica). Todos os animais foram adaptados aos testes nos dias
anteriores a cirurgia. No dia do experimento, os animais foram retirados do biotério de
experimentacao e deixados na sala de testes por uma hora sem manipulacdo para se adaptarem
ao ambiente. Em seguida, foram feitas as medidas basais do método de Hargreaves e em
seguida pelo método de Von Frey. Essa mesma sequéncia foi respeitada nos demais tempos
de avaliacdo. Posteriormente os animais foram submetidos a cirurgia de incisdo plantar e
novos testes foram realizados nos tempos de 1, 3, 6, 9, 24, 48, 72, 96 horas (h) ap0s a cirurgia

(Figura 4). Apos o fim dos experimentos 0s animais foram eutanasiados.
Laténch’s Avaliagéf da hiperalgesia
[ |
| -2h 0 | 1h | 3h | 6h | 9h | 24h | 48h | 72h | 96h
I [ D R

Figura 4: Esquema ilustrando o protocolo experimental adotado, as linhas verticais ilustram os tempos que foram realizados
os testes de avaliagdo da hiperalgesia térmica e hiperalgesia mecanica antes e ap0s a cirurgia de incisdo plantar em ratos.
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4.2.2 Curso temporal da liberacao de citocinas

Para avaliacdo do curso temporal de liberacdo de citocinas inflamatorias, fragmentos
da pata de ratos submetidos a cirurgia de incisdo plantar foram coletados nos tempos de 2, 6,
8, 24, 48, 72 e 96h (Figura5). As amostras das patas de animais ndo operados também foram

coletadas para servir de controle.

Coleta de tecidos para dosagem de citocinas periféricas

2h 6h 8h 24h 48h 72h 96h

Cirurgia

Figura 5: Esquema ilustrando a horas de coleta de tecido para dosagem da concentracdo de citocinas locais ap6s

a cirurgia de incisdo plantar.

4.3 METODO DE INCISAO NA PATA

A cirurgia foi realizada conforme descrito por Brennan e colaboradores (1996). Os
animais foram anestesiados com uma associacdo de quetamina (50 mg/kg) e xilazina (5
mg/kg), administrados por via intraperitoneal. Apés a verificacdo do plano anestésico, foram
realizados procedimentos de antissepsia que consistiu na preparacdo da regido plantar do
membro posterior direito, com iodo- povidona 10% (Riodeine®, laboratdério Rioquimica).

Apbs o membro ser devidamente isolado em pano de campo estéril, foi feita uma
incisdo, de aproximadamente 1 cm através da pele e da fascia da musculatura plantar, que teve
inicio 0,5 cm da borda do calcanhar e se estendendo em direcdo aos dedos. Posteriormente, a
musculatura plantar foi divulsionada e elevada para permitir sua incisdo longitudinal e sua
origem e insercdo do musculo foi mantida intacta. O membro entdo foi pressionado
delicadamente para promover hemostasia seguido de sutura da pele utilizando fio de sutura
nylon 5-0O(Figura 6). Ap6s a cirurgia, em todos os animais, foi administrada uma dose de
0,5mL/Kg Pentabidtico veterinario Fort Dodge® (composicdo: benzilpenicilina benzatina—

3.000.000Ul,  benzilpenicilina  procaina—1.500.000Ul,  benzilpenicilina  potéssica—
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1.500.000UlI, diidroestreptomicina base -1.250, estreptomicina base -1.250), por via
intramuscular. Posteriormente, os animais foram alojados em caixas para recuperacdo da
anestesia e ndo receberam nenhum tipo de analgésico ou anti-inflamatério para que néo

houvesse interferéncias nos testes nociceptivos.

Figura 6: Procedimento cirurgico descrito por Brennan et al.(1996) para inducéo do dor pos incisional
(TEIXEIRA, 2010).
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4.4 TESTES NOCICEPTIVOS

4.4.1 Avaliacdo da Hiperalgesia Mecanica— TESTE DE VON FREY::

O método de Von Frey consiste na aplicacdo de uma forca mecanica crescente na
superficie plantar do animal até uma resposta de retirada da pata ser observada (MOLLER et
al., 1998). Para isso os animais foram colocados numa caixa com a superficie gradeada e com
a ajuda de um espelho o pesquisador toca delicadamente com uma ponteira na pata lesada do
animal. Esta ponteira é acoplada num transdutor de pressdo e a um contador digital de um
analgesimetro digital (EFF 302, Insight). O aparelho fornece automaticamente o valor da
forca (laténcia em gramas (g), com precisdo de 0,1g) que foi capaz de induzir a retirada da
pata (Figura 7). O estimulo foi aplicado por até seis vezes, ou até que o animal apresentasse
trés medidas similares com uma clara resposta de retirada da pata. Foi respeitado intervalo
minimo de 5 minutos entre estimulos.

Os valores da laténcia de retirada da pata ao estimulo mecénico de cada animal em
diferentes momentos foram calculados pela média de trés valores das trés leituras mais

proximas.

Figura 7: Aparelho utilizado para realizacdo dos testes de hiperalgesia mecanica- Von Frey. A figura
mostra o box de acrilico na superficie gradeada e o espelho que auxilia na inser¢do do transdutor de forca pela

grade (www.insightltda.com.br)
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4.4.2 Avaliacdo da Hiperalgesia Térmica - TESTE DE HARGREAVES:

O teste de Hargreaves consiste na aplicacdo de calor radiante crescente na superficie
plantar do animal e o tempo é quantificado em segundos, até que a pata seja retirada pelo
animal ou que seja atingido o cut- off (HARGREAVES et al, 1988). A aparelhagem utilizada
foi o Tail- Flick (7360 V-115, Ugo-Basile) (Figura 8). O pesquisador posiciona
cuidadosamente a superficie plantar direita (incisada) do animal na emissdo de radiagdo
infravermelha crescente e que € possivel contar o tempo necessario para que haja retirada da
pata. O limite maximo permitido para exposi¢cdo da pata ao raio infravermelho foi de 20
segundos, no sentido de evitar danos teciduais.

Duas medidas foram realizadas com um intervalo de tempo de 5 minutos e foi feita a
média, que representou a laténcia de retirada da pata expressa em segundos, para os diferentes

tempos da avaliacao.

Figura 8: Aparelho utilizado para realizagdo dos testes de hiperalgesia térmica- Hargreaves. A figura ilustra o

local onde o animal permanece enquanto recebe o estimulo térmico através da superficie de vidro.

4.5 COLETA E PREPARACAO DOS TECIDOS

Nos tempos de 2, 6, 8, 24, 48, 72, 96 horas apds a incisdo, os animais foram
eutanasiados utilizando-se a guilhotina. Logo apds a eutanasia foi coletada a regido da incisdo
da pata (borda da incisdo de aproximadamente 0,3 cm). Os fragmentos coletados foram

colocados em eppendorfs de 2mL e imediatamente congelados em nitrogénio liquido (-
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196°C) e em seguida armazenados no freezer a -80°C até o processamento. Para quantificacdo
das citocinas pelo método de quimiluminescéncia, utilizou-se um macerador de vidro e cada
tecido congelado foi macerado em 200uL de solucdo formada por coquetel inibidores de
protease (Composicao: Antipain 0,5 ug/mL; Aprotinina 5pug/mL; Benzamidine 157u/mL,;
Pepstatina A 0,1ug/mL e Phenylmethylsulfonyl fluoride 17ug/mL) e por tampdo de lise,
composta de 100mM de Tris- HCI com pH=6,8 contendo 1% de de Triton X-100 (1:100).
Apdbs a completa homogeneizacdo, as amostras foram centrifugadas a 10.000 RPM por 5 min
a temperatura de 4°C. O sobrenadante (aproximadamente 100ug) foi coletado e congelado a -
80°C.

4.6 ANALISE DA S CITOCINAS PERIFERICAS

Todas as amostras processadas foram enviadas para o laboratério Genesis-SP para a
andlise das concentracdes de citocinas. Os eppendorfs foram identificados e armazenados com
gelo seco para garantir que a temperatura fosse mantida durante o tempo de envio. As
citocinas IL-1B, IL-6, TNF-o, IL-4 e IL-10 foram quantificadas pela técnica de
quimiluminescéncia do pelo método MILLIPLEX xMAP® (Milipore, EUA) composta por
um painel que permite a dosagem de diferentes substancias em uma Unica amostra (Figura 9).

Este equipamento utiliza a técnica de propriedades interna do cédigo de cores de
microesferas de poliestireno com dois fluorocromos diferentes. As microesferas sdo coradas
para criar 100 tipos distintos de cores por combinacdo. Cada microesfera é revestida com um
anticorpo de captura especifico para o que se deseja analisar. A amostra € entdo inserida e as
substancias de interesse séo capturadas pelos granulos de cor e por um anticorpo de deteccéo
marcado com biotina, que faz marcagdo fluorescente. A mistura da reacdo € entdo incubada
com o repérter estreptavidina-ficoeritina (SA-PE) conjugada, que amplifica o resultado para
completar a reacdo na superficie de cada microesfera marcando a molécula que se deseja
analisar. As microesferas passam rapidamente atraves de um laser que excita 0s corantes
internos que marcam o conjunto de microesferas. Um segundo laser, excita a SA-PE e 0
corante fluorescente sobre a molécula marcada. Finalmente, a alta velocidade do sinal digital
processado identifica cada microesfera individual e quantifica o resultado com base em sinais
nas moléculas marcadas. Os anticorpos para deteccdo das citocinas utilizados para este
bioensaio sdo proprios para 0 uso no aparelho MILLIPLEX xXMAP® e especificos para ratos.

A concentragéo das citocinas no tecido foram expressas como pg/mg de tecido.
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Figura 9: Esquema dos procedimentos realizados pela técnica de quimiluminescéncia MILLIPLEX xMAP® technology para
dosagem de citocina
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4.7 ANALISE ESTATISTICA

Todos os resultados estdo expressos como média + erro padrdo. As diferencas
estatisticas entre 0s grupos experimentais dos testes nociceptivos foram detectadas pela
analise de variancia (ANOVA) de duas vias para medidas repetidas, admitindo-se os fatores
tempo e grupos. Posteriormente foi feito o teste de compara¢Ges mdltiplas Bonferroni e
considerada a diferencga significativa a partir de P<0,05.

As concentracbes de citocinas periféricas em diferentes tempos pds incisdo e em
relacdo ndo incisao foi analisada pela ANOVA de uma via seguida teste de comparacdes
multiplas de Newman-Keuls e considerada a diferenca significativa a partir de P<0,05.

As correlacdes entre as laténcias no VVon Frey e no Hargreaves e as correlacdes entre
concentragdes das diferentes citocinas estudadas foram realizadas pela correlagédo de
Spearman, considerando-se significativo P<0,05.

As analises dos dados dos testes comportamentais, quimiluminescéncia e correlacdes
entre os dados foram feitas no programa GraphPad Prism 5.0, assim como obtencéo de todas

as apresentacdes graficas.
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5. RESULTADOS

5.1 TESTES DE HIPERALGESIA MECANICA- VON FREY

A cirurgia de incisdo na regido plantar direita provocou uma reducdo do limiar de
retirada da pata incisada quando aplicado o estimulo mecanico. A ANOVA duas vias para
medidas repetidas detectou significancia nos fatores grupo (F1, 104=341,86; P<0,0001), tempo
(F 8104=39,42; P<0,0001) e interacdo (grupo x tempo, Fi3104= 5,56; P<0,0001). O pos- test de
Bonferroni detectou diferenca entre os grupos NPI (ndo incisado) e PI (incisado) em todos 0s

tempos analisados apos a cirurgia (P<0,0001, Figura 10).

VonFrey
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Figural0: Grafico comparando os grupos néo incisado (NPI, n=7) e incisado (PI, n=7) submetidos aos

testes de Von Frey. Os simbolos . e O e as barras verticais representam a média e o erro padrdo das
variagBes de limiares da retirada da pata medida em gramas ao longo do tempo apds a cirurgia. * indica

diferenca entre o grupo incisado e ndo incisado nos diferentes tempos analisados.
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5.2 TESTES DE HIPERALGESIA TERMICA- HARGREAVES

A cirurgia na regido plantar direita provocou uma reducéo do limiar de retirada da pata
incisada quando aplicado o estimulo térmico. A ANOVA bivariada para medidas repetidas
detectou significancia nos fatores grupo (F1104=428,73), tempo (Fs104=41,20) e interacédo
(grupo x tempo, Fi3104=6,27; P<0,0001). O pos-test de Bonferroni detectou diferenca entre 0s
grupos NPI (ndo incisado) e PI (incisado) em todos os tempos analisados apds a cirurgia
(P<0,0001; Figurall).
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Figurall: Gréafico comparando os grupos ndo incisado (n=7) e incisado (n=7) submetidos aos testes de

Von Frey. Os simbolos . e O e as barras representam a média e o erro padréo das variagdes de limiares da
retirada da pata medida em segundos ao longo do tempo apds a cirurgia. * indica diferenca entre o grupo

incisado e ndo incisado nos diferentes tempos analisados.
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5.3 LIBERACAO LOCAL DE IL-1B APOS INCISAO

A cirurgia de incisdo plantar produziu um aumento das concentracdes de IL-1p no
local da cirurgia, sendo este aumento significativo apenas nos tempos 6h e 8h apos a incisao
(ANOVA de uma via F;3=8,633; P<0,0001, seguida de pds-teste de Newman-Keuls, p<
0,05). No entanto podemos notar mesmo que ndo estatisticamente significativo, ocorre um
pequeno aumento das concentracdes de IL-1p ja 2h apos a cirurgia e que apos o pico ocorrido
6h e 8 horas, as concentracdes se mantém um pouco aumentadas em relacdo ao controle nos

demais tempos analisados (Figura 12).
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Figura 12: Grafico comparando a concentragdo de IL-1p no local da incisdo plantar em ratos nos tempos de 2h,
6h, 8h, 24h, 48h, 72h, 96h apds a cirurgia com ratos ndo incisados (NPI) (N=5 por grupo). As colunas e as barras
verticais representa a média e o erro padrdo das variagdes de concentracdo de citocinas expressa em Pg/mL. *

indica grupos com diferenca significativa.
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5.4 LIBERACAO DE IL-6 NO LOCAL DA INCISAO

Semelhante ao observado na analise da IL1B, a cirurgia de incisdao plantar produziu um
aumento das concentragdes de IL6 no local da cirurgia, sendo este aumento significativo
apenas nos tempos 6h e 8h apds a cirurgia (ANOVA de uma via F73=9,606; P<0,0001,
seguida de pos-teste de Newman-Keuls, p< 0,05). No entanto podemos notar mesmo que ndo
estatisticamente significativo, ocorre um pequeno aumento das concentracdes de IL-6 ja 2h
apos a cirurgia e que apos o pico ocorrido 6h e 8 horas, as concentracdes retornam a valores

préximos ao basal nos demais tempos analisados (Figura 13).
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Figura 13: Gréfico comparando a concentracdo de IL-6 no local da incisdo plantar em ratos nos tempos de 2h,
6h, 8h, 24h, 48h, 72h, 96h apds a cirurgia com ratos nao incisados (NPI) (N=5 por grupo). As colunas e as barras
verticais representa a média e o erro padrdo das variacGes de concentracdo de citocinas expressa em Pg/mL. *

indica grupos com diferenca significativa.
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5.5 LIBERACAO DE TNFo NO LOCAL DA INCISAO

Apesar da cirurgia de incisdo plantar produzir um aumento das concentracfes de TNF-
a no local da cirurgia, ndo houve diferenca significativa entre os diferentes tempos estudados
(ANOVA de uma via, F73s= 1,308; P<0,2817), 0 que indica que a cirurgia de incisdo plantar
ndo foi capaz de alterar estatisticamente as concentracdes de TNF-a em nenhum dos tempos

analisados(Figura 14).
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Figura 14: Gréfico comparando a concentragdo de I1L-10 no local da inciséo plantar em ratos nos tempos de 2h,
6h, 8h, 24h, 48h, 72h, 96h ap0s a cirurgia com ratos nao incisados (NPI) (N=5 por grupo). As colunas e as barras

verticais representam a média e o erro padrdo das variacdes de concentragdo de citocinas expressa em Pg/mL.
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5.6 LIBERACAO DE IL-10 NO LOCAL DA INCISAO

A cirurgia de incisdo plantar produziu um aumento significativo das concentracfes
locais de IL-10 duas horas apos a cirurgia (ANOVA de uma via F36=2,580; P<0,0339,
seguida de pos-teste de Newman-Keuls, p< 0,05). Nos demais tempos estudados as

concentragdes de I1L-10 ndo foram diferentes do controle (Figura 15).
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Figura 15: Gréfico comparando a concentragdo de I1L-10 no local da incisdo plantar em ratos nos tempos de 2h,
6h, 8h, 24h, 48h, 72h, 96h apds a cirurgia com ratos nao incisados (NPI) (N=5 por grupo). As colunas e as barras
verticais representam a média e o erro padrdo das variagdes de concentragdo de citocinas expressa em Pg/mL. *
indica grupo com diferenca significativa em relacdo ao grupo controle e + indica diferenca significativa em

relacdo ao grupo 24h.
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5.7 LIBERACAO LOCAL DE IL-4 APOS INCISAO

A cirurgia de incisdo plantar produziu uma reducdo significativa das concentracdes de
IL-4 vinte e quatro e 48h apds a incisdo (ANOVA de uma via, F73,=3,328; P=0,0100 seguida
de poés-teste de Newman-Keuls, P<0,05). Apesar da manutencdo de concentracdes de IL-4
baixas nos tempos 72 e 96 horas pds incisdo, as concentra¢des de IL-4 nestes tempos ndo séo

estatisticamente diferentes do controle nao incisado (Figura 16).
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Figura 16: Gréfico comparando a concentracdo de IL-4 no local da incisdo plantar em ratos nos tempos de 2h,
6h, 8h, 24h, 48h, 72h, 96h apds a cirurgia com ratos nao incisados (NPI) (N=5 por grupo). As colunas e as barras
verticais representa a média e o erro padrdo das variagbes de concentracdo de citocinas expressa em Pg/mL. *

indica grupos com diferenca significativa.
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5.8 CORRELACAO ENTRE OS TESTES DE HARGREAVES X VON
FREY

O teste de correlacdo de Sperman detectou correlagdo positiva significativa entre 0s
testes de Hargreaves (HG) e o de Von Frey (VF) (r= 0,38; P= 0,027). Estes resultados
indicam que os valores obtidos nos testes nociceptivos sdo diretamente proporcionais, ou seja,
quando a laténcia da avaliacdo da hiperalgesia pelo método de Hargreaves for alta a obtida
pelo método de VVon Frey também sera (Figura 17).
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Figura 17: Grafico mostrando a correlagéo entre os valores dos testes de Hargreaves e Von Frey no modelo de
dor pés- incisional em ratos (n=33).
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5.9 CORRELACAO ENTRE A CONCENTRACAO DE DIFERENTES
CITOCINAS NO MODELO DE DOR POS INCISIONAL

5.9.1 Correlacédo entre a concentracao de IL-1B e IL-6

O teste de correlacdo de Spearman detectou correlagdo positiva (P<0,05) entre a
concentracdo da citocina pré inflamatéria IL-1B no local da lesdo e a concentragdo da citocina
também pro inflamatoria IL-6 (r=0,72; P=<0,0001; Figura 18).

IL-1b x IL-6
15000+
[ )

10000+ LIPS
- °
£
o
C 50004 . . .
© ® 0 *
1 o [ ] [ ]
= Lo’ °

0. 8%%0% . . .........................................................................
-5000 T T 1
0 2000 4000 6000

IL-1b (Pg/mL)

Figura 18: Grafico mostrando a correlagdo entre as concentragdes da citocina IL-1B e da citocina IL-6

locais no modelo de dor pds- incisional em ratos (n=33).
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5.9.2 Correlagéo entre a concentragdo de IL-4 e IL-6

O teste de correlagdo de Spearman mostrou que existe correlagéo significativa entre a
concentracdo da citocina anti- inflamatoria IL-4 no local da lesdo e a concentracdo da citocina
pré inflamatoria IL-6 (r= 0,42; P=<0,01; Figura 19).
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Figura 19: Grafico mostrando a correlagfo entre as concentragdes da citocina IL-4 € da citocina IL-6 locais

no modelo de dor pds- incisional em ratos (n=33).
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5.9.3 Correlacéo entre as concentracoes de 1L-4 E IL-10

O teste de correlagdo de Spearman mostrou que existe correlagdo significativa
(P<0,05) entre as concentracdes locais das citocinas anti- inflamatérias IL-4 e 1L-10 (r= 0,47,

P=<0,006, Figura 20).

IL-4 x [L-10
60+
~ 40+ ° °®
£ «
g °
9{ 20+ ° °.o
:II b *° “. L4 )
[ J ° ° Y
° L ° *
0= o %o
-50 0 50 100 150
IL-4 (Pg/mL)

Figura 20: Grafico mostrando a correlagdo entre as concentracdes da citocina IL-4 e da citocina IL-10

locais no modelo de dor pés-incisional em ratos (n=33).
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5.9.4 Correlacéo entre as concentragoes de 1L-10 E IL-6

O teste de correlagcdo de Spearman mostrou que existe correlagdo significativa entre as

concentracdes locais da citocina anti- inflamatoria IL-10 e da citocina pré inflamatoria IL-6

(r=0,52; P=<0,002, Figura 21).
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Figura 21: Grafico mostrando a correlacdo entre as concentracdes da citocina 1L-10 e da citocina IL-6

locais no modelo de dor pés- incisional em ratos (n=33).
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5.9.5 Correlacéo entre as concentracoes de IL-10 E TNF-a

O teste de correlacdo de Spearman mostrou que existe correlagdo significativa entre as

concentracgdes locais da citocina anti inflamatoria IL-10 e da citocina pro inflamatéria TNF-a

(r=0,36; P= <0,0; Figura 22).
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Figura 22: Gréfico mostrando a correlagéo entre as concentracdes da citocina IL-10 e da citocina TNF-a

locais no modelo de dor pés- incisional em ratos (n=33).
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6. DISCUSSAO

6.1 HIPERALGESIA INDUZIDA PELO MODELO DE INCISAO
PLANTAR

Nossos resultados mostram que houve uma reducdo das laténcias de retirada de pata
ao estimulo mecéanico e ao estimulo térmico em todos os tempos estudados apos a cirurgia de
incisdo plantar. Estes resultados confirmam dados literatura que apontam o desenvolvimento
de hiperalgesia mecanica e térmica uma hora apés a cirurgia e que esta ¢ mantida por pelo
menos 96 poés-incisdo. Neste estudo, ndo realizamos testes apds o quarto dia, no entanto
estudos anteriores do nosso grupo mostram que a hiperalgesia é mantida por 10 dias apos a
incisdo plantar (TEIXEIRA, 2010).

O periodo de resolucdo da hiperalgesia difere segundo os autores. Brennan e
colaboradores (1996), idealizadores do modelo de incisdo plantar em ratos, mostraram que a
hiperalgesia mecanica é observada ja na primeira analise (2 horas ap6s a cirurgia) e que é
mantida apenas até o quarto dia apds a cirurgia (BRENNAN et al.,1996). Whiteside e
colaboradores (2004) demonstraram em seus estudos sobre a acdo de diferentes farmacos
nesse mesmo modelo, que as hiperalgesias mecanica e térmica avaliadas pelo método de Von
Frey e Randall- Selitto sdo mantidas até o nono dia pds incisdo (WHITESIDE et al., 2004).
Estas diferencas no periodo de resolucdo da hiperalgesia podem estar relacionadas a diversos
fatores. Segundo Brennan e colaboradores (1996), quando a forca é aplicada em cima da
incisdo ou regido lateral a esta gera respostas nociceptivas diferentes de quando esta é
aplicada na regido medial a incisdo (BRENNAN et al.,1996). O lado medial da inciséo plantar
é inervado pelo nervo tibial, enquanto o lateral € inervado pelos nervos tibial e sural (LEEM
et al., 1993). Brennan e colaboradores (1996) consideram a localizagdo da aplicagdo do
estimulo a principal causa de controvérsia de resultados. No nosso estudo o estimulo foi
aplicado exatamente sobre a incisdo (BRENNAN et al.,1996).

Outra controvérsia se da pelo tipo de aparelho usado para realizagdo do teste de Von
Frey. Ao invés do Von Frey eletronico, o mais utilizado pelos pesquisadores é o
monofilamentado. Neste tipo de Von Frey (monofilamentado) existem varias ponteiras que
emitem forcas diferentes e sdo aplicados individualmente e em ordem crescente de forca até
gue a pata seja retirada gerando uma resposta. NoOs utilizamos a aparelhagem eletrdnica que

através do toque na pata jé& decodifica a forca necesséria para retirada da pata.
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As condicbes de realizacdo dos testes como horario de execucdo, niUmero de pessoas

envolvidas, movimentacdo no local de avaliacdo e manipulacdo dos animais, também sdo
importantes para fidelidade dos resultados (BRENNAN et al., 1996). SituacGes estressantes
podem levar a hipoalgesia por aumentar a atividade dos sistemas inibitorios da dor
(GAGLIESE & MELZACK, 2000). A idade dos animais também € de extrema importancia
visto que, quanto maior a idade, mais lento é o retorno aos niveis basais em testes
nociceptivos diante de um estimulo doloroso (GAGLIESE & MELZACK, 2000).
A hiperalgesia térmica também foi observada na primeira analise e se manteve até a ultima
analise, 96 horas ap0s a cirurgia. Tais resultados divergem dos obtidos por Reichl e
colaboradores (2012) e Zhu e colaboradores (2006) que a hiperalgesia térmica se manteve
apenas nas primeiras 24 e 48 horas respectivamente (REICHL et al., 2012; ZHU et al., 2006).
O teste de Hargreaves apresenta limitacdes, uma vez que para manter a pata do animal sobre o
local de irradiacdo de calor ele deve ser contido. Essa contencdo pode gerar estresse ao
animal, levando a uma sinalizacdo duvidosa sobre a dor (LAVICH et al., 2005). No nosso
estudo os animais foram adaptados ao ambiente da sala de experimentacdo e aos testes
nociceptivos nos dias anteriores ao inicio do experimento, a fim de minimizar o estresse do
animal durante a avaliacédo da dor.

A hiperalgesia, resposta exagerada a qualquer estimulo doloroso que provoca aumento
na resposta a estimulos térmicos e mecanicos € gerada por mecanismos centrais e periféricos.
A sensibilizacdo periférica promove um aumento na resposta a estimulos supralimiares ou
uma diminui¢do no limiar de resposta nociceptiva (TREEDE et al., 1992). A sensibilizacdo de
nociceptores é induzida pela liberacdo de mediadores inflamatorios, isquemia e acidose local
(POGATZKI et al., 2007). Estes mediadores ativam canais idnicos ou receptores
metabotropicos na membrana do nociceptor resultando em uma descarga excitatoria ou
reducdo do limiar de ativagdo fisica, frequentemente acompanhada por um aumento da
resposta dos nociceptores individuais ao estimulo térmico e mecanico (KRESS, 2010). Os
estudos do papel dos mediadores no processo de sensibilizacdo sdo fundamentais para o
desenvolvimento de estratégias de controle da dor. No entanto devemos considerar que
existem diversos modelos utilizados no estudo do mecanismo de hiperalgesia e seu
tratamento, dentre eles a incisao plantar. A fisiopatologia da hiperalgesia destes diversos
modelos € bastante distinta. Desta forma o estudo do papel de um mediador inflamatério nem
sempre pode ser passado de um modelo para outro. Assim a importancia do estudo das

citocinas num modelo de dor p6s operatoria.
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6.2 LIBERACAO LOCAL DE CITOCINAS INFLAMATORIAS NO
MODELO DE INCISAO PLANTAR

Nossos resultados mostram que a incisdo plantar produziu um aumento significativo
nas concentraces de IL-1 ¢ IL-6 no local da lesdo 6h e 8h apos a cirurgia. Nos demais
tempos as concentracdes desta citocinas tiveram um pequeno aumento, mas seus valores néo
foram significativos. Apesar de ndo ser estatisticamente significativo, a cirurgia de incisao
plantar promoveu aumento das concentragdes de TNF-o em todos os tempos de avaliagdo. A
IL-10 apresentou um aumento significativo de suas concentracdes 2 horas apos a cirurgia, nas
demais analises ndo houve diferenca significativa em relacdo ao grupo controle. Ja os niveis
de IL-4 se encontravam elevados no grupo controle, e a cirurgia levou a uma reducdo
significativa nos tempos de 24 e 48 h apds a cirurgia.

Poucos estudos mostraram o padrdo temporal de liberacdo de citocinas em modelos
de dor pos-operatdria. No entanto, em outros modelos de dor inflamatéria, a acdo da citocinas
na sensibilizacdo de nociceptores acontece dentro de minutos e pode representar um dos
primeiros eventos observados nos nervos sensoriais em resposta ao trauma ou infecgdo. Por
exemplo, apos a lesdo de constri¢do cronica do nervo ciatico, os niveis de TNF-a e IL-1p no
nervo lesado aumentaram mais de dez vezes dentro de 1 h (UCEYLER et al., 2007). No
modelo de dor induzido por injecdo de carragenina na cauda de ratos houve um aumento das
concentracOes locais de IL-1p e IL-6 seis horas ap6s a injecdo, seus niveis diminuiram 24
horas ap0s, porém continuaram significativos. As concentracdes de TNF-a se encontraram
significativamente aumentadas somente na analise de 6 horas ap6s o procedimento (LORAM
et al.,2007a). Fu e colaboradores (2006) avaliaram a expressao de IL-1B na medula espinhal
apos incisao toracica. Os niveis de IL-1p mRNA se encontraram aumentados uma hora apos a
cirurgia, atingindo o valor maximo 6 horas depois. No terceiro dia a concentracéo ja ndo era
mais significativa quando comparada ao grupo controle (FU et al., 2006).

Desta forma, segundo a literatura espera-se que a incisdo provoque um aumento
rapido das citocinas “mestras” (IL-1B, TNF-a, IL-6), e que este seria observado ja nos
primeiros tempos de andlise (antes de 30 minutos pés estimulo). No entanto, no nosso estudo
houve um aumento significativo de IL-1B e IL6 s6 6 e¢ 8 horas apds a incisdo. J& nas
concentragOes de TNF-a, foi observado um aumento ja no primeiro tempo analisado (mesmo
que nao significativo). Estes resultados podem ser explicados pela grande variabilidade entre

0s animais o que dificultou a deteccdo de significancia estatistica. Uma hipdtese seria que a
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incisdo produziu um aumento dos niveis de IL-1B, IL6 e TNF-a ja nas primeira analise de 2h
e provavelmente antes deste tempo, no entanto este aumento ndo foi suficientemente alto para
ser estatisticamente significativo diante da grande variabilidade dos dados. Uma das hipdteses
é que a liberacdo destas citocinas nos primeiros momentos apés a incisdo ndo precisariam ser
necessariamente altos (tdo altos quanto ao pico de 6 e 8 horas) para produzir a sensibilizacéo
de nociceptores.

Independente se os aumentos foram significativos ou ndo nas primeiras
mensuragdes, ocorreu um pico de IL-1p e IL-6 seis e 8 horas apos a incisdo. E que o TNF-a
apresentou um aumento ndo significativo estatisticamente, mas sustentado até o ultima
andlise. Estes dados sdo diferentes dos prévios de Loram e colaboradores (2007) que
mostraram no modelo de incisdo na cauda um aumento de IL-1f e IL-6 no local da incisao
apenas 24 horas apos a lesdo retornando aos niveis basais em 4 dias. Ja as concentracdes de
TNF-a aumentaram 48 horas a pds a cirurgia e retornaram aos niveis basais apenas apos 8
dias. Neste estudo a hiperalgesia foi observada 2 horas apés a incisdo na cauda e se prolongou
por até 6 dias. Outras citocinas ndo foram avaliadas no referido estudo (LORAM et al.,
2007b). Varios fatores podem ter produzido resultados tdo diferentes entre estes dois estudos
como o tamanho da incisdo; fen6tipo dos animais e a sensibilidade do método de deteccdo.
Apesar de mostrar um padrdo sustentado de aumento de IL-1B, TNFa e IL-6, diferente do
observado por nds, o estudo de Loram e colaboradores também mostra que ndo houve um
aumento nas concentracdes destas citocinas no primeiro tempo de analise (2horas), o que
pode corroborar para a hipdtese que estas citocinas ndo precisem ser liberadas em grande
quantidade nos primeiros momentos apos a incisdo para produzirem efeitos.

Outra questdo importante se relaciona com a necessidade de aumento sustentado nas
concentragcdes de citocinas para a manutencdo da hiperalgesia. No mesmo modelo de dor,
resultados anteriores do nosso grupo mostraram que a incisdo plantar produziu na medula
espinhal um aumento da expressdo de TNF-o. ¢ GFAP 6 horas ap6s a incisdo, sem alterar a
liberacdo das citocinas IL-1B, IL-6, TNF-a e IL-4. Neste sentido, a manutencdo da dor pos-
operatodria ndo esta associada a um aumento constante na medula espinhal da expressao génica
de TNF-0, ou de outra citocina estudada (CASTRO, 2012). Semelhante ao encontrado na
medula espinhal, no local da incisdo a manutencdo da dor pos-operatéria também ndo esté
associada a um aumento constante das concentracdes de citocinas. Ou seja, apesar de
reconhecermos o papel fundamental destas citocinas na sensibilizagdo de nociceptores, a

manutencdo da hiperalgesia parece ndo depender de um aumento significativo e sustentado
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das liberacGes de citocinas no local da inciséo. Desta forma, a hiperalgesia deve ser mantida
por outros mecanismos.

Quando analisamos a liberacdo citocinas ditas anti-inflamatorias (IL-10 e IL-4),
observamos que a IL-10 apresentou um aumento significativo de 2h apds incisdo e engquanto
que a IL-4, se manteve no mesmo nivel do grupo controle, apresentando uma diminuicdo de
sua concentragdo no tempo de 24 e 48h. O consenso na literatura aponta que as citocinas anti-
inflamatdrias séo responsaveis pela modulacdo da resposta inflamatéria. Segundo Lebedoer e
colaboradores (2007), a IL-10 age inibindo a liberacdo e atuacdo das citocinas pro
inflamatorias IL-1p, IL-6 e TNF-a. Também foi capaz de reverter a hiperalgesia no modelo de
dor neuropética (LEBEDOER et al., 2007). Nesse modelo de dor a terapia com IL-10
promoveu uma reducdo da ativacao glial (SODERQUIST et al., 2010). Por outro lado, a IL-4
também diminui a liberacdo IL-1B, IL-6 e TNF-a, participando da modula¢do do processo
inflamatorio (LIN et al., 2000). No entanto, nossos dados apontam uma dissociacao entre as
concentracdes de IL-10 e de IL-4 e a geracdo e manutencgdo da hiperalgesia. Semelhante ao
discutido anteriormente para IL-1B, IL-6 e TNFa, a magnitude da hiperalgesia parece ndo

depender de uma alteracdo sustentada nos niveis locais de I1L-10 e de IL-4.

6.3 CORRELACAO ENTRE OS DADOS OBTIDOS

No presente estudo as cinco citocinas estudadas foram analisadas pela técnica de
quimiluminescéncia (metodo MULTIPLEX ®) que permite a mensuracdo das concentragdes
de vérias citocinas numa mesma amostra Da mesma forma os testes de Von Frey e
Hargreaves foram realizados nos mesmos animais. Esta condicé@o possibilitou a verificacdo de
correlagdes entre os dois testes de hiperalgesia e também entre as cinco citocinas estudadas.
Né&o foi possivel a correlagéo entre os testes de hiperalgesia e as citocinas porque a analise foi
realizada em animais diferentes. Apresentamos os graficos de todas as correlacdes positivas.

A correlacgéo feita entre os testes nociceptivos de VVon Frey e Hargreaves apontou uma
correlagéo significativa baixa (r=0,38). Este resultado sugere que se um animal apresentar
laténcias altas no VVon Frey este terd uma tendéncia a apresentar laténcias altas também no
Hargreaves. No entanto isso ndo acontece com todos os animais. Estes resultados corroboram

para a ideia que o0s mecanismos envolvidos na hiperalgesia térmica e mecanica sao
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parcialmente os mesmos. Neste sentido, neurdnios sensoriais podem ser classificados como
termorreceptores ou mecanorreceptores, mas além disso muitos desses receptores podem ser
polimodais e respondem a uma variedade de estimulos nocivos. Alguns receptores de
potencial transiente (TRP) térmicos podem ser sensibilizados por estimulos quimicos,
mecéanicos ou osmoticos. Da familia dos TRP vanil6ides podemos citar o subgrupo TRPV1
(receptor de potencial transiente tipo 1) e 0 TRPV4 ( receptor de potencial transiente tipo 4)
que sdo ativados com o calor, mas também estdo associados a sensibilidade mecénica
(STEMKOWSKI & SMITH, 2012).

Entre as citocinas, detectamos uma correlagéo alta significativa entre a IL-1p e IL-6
(r=0,72), o que corrobora para o papel destas citocinas como “mestras” no desenvolvimento
do processo de hiperalgesia. Apesar do TNFo também atuar como citocina “mestra”, ndo foi
detectado correlag@o positiva entre 0 TNFa e as outras citocinas pro-inflamatorias estudadas
(IL-1p e IL-6). Este fato pode ser explicado pela grande variabilidade das concentragdes de
TNFa entre os animais.

Outras correlacdes significativas encontradas podem ser consideradas moderadas:
entre IL-6 e I1L-4, r=0,42; entre IL-4 e IL-10, r=0,47 e entre IL-10 e IL-6, r=0,52). Vale notar
que as concentracdes de IL-6 (pré-inflamatéria) estdo correlacionadas com as concentraces
das citocinas anti-inflamatorias IL-4 e IL-10. Da mesma forma, as concentracdes de TNF-a
apresentaram correlacdo significativa baixa com as concentragdes de IL-10. Este resultado
pode sugerir que citocinas pré e anti-inflamatérias podem compartilhar pelo menos em parte,
0s mesmos mecanismos de liberacdo, ou seja o estimulo que induz a liberacdo de citocinas
pré pode também induzir a liberacdo de uma citocina anti-inflamatéria. No entanto isto é uma
hipotese que deve ser futuramente investigada no modelo de inciséo plantar.

Porém mesmo com muitos estudos afirmando as propriedades exclusivamente pré ou
anti-inflamatorias de determinada citocina, sabe-se que varios fatores podem ter influéncia
neste papel. O desenvolvimento do diabetes é acelerado em ratos transgénicos com uma alta
expressdo de IL-10 nas ilhotas pancreaticas. Essa mesma citocina, intitulada como anti
inflamatoria acelerou a rejei¢do de transplantes e também foi capaz de aumentar a inflamagéo
ocular no modelo de uveite induzida por endotoxina. Neste sentido, a IL-4 e IL-10 quando
agem em macrdfagos inibe a producdo de IL-8, mas quando atuam em células endoteliais
estimulam a liberacdo desta mesma citocina (CAVAILLON, 2001). Desta forma, o papel das

citocinas numa dada condigdo é determinado por uma grande variedade de fatores. Por isso a
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generalizacdo da funcdo de uma citocina pode ser perigosa e este fato corrobora para a
importancia do estudo do papel destas citocinas em diferentes modelos experimentais.

47



7. CONCLUSOES

A cirurgia de incisdo plantar produziu hiperalgesia mecanica (Von Frey) e hiperalgesia

térmica (Hargreaves) nos tempos de 1, 3, 6, 9, 24, 48, 72 e 96 horas ap0s a incisao.

A incisdo plantar produziu um aumento das concentrac@es de IL-1B e IL-6 seis e 8 horas apds

a incisao, retornando a niveis ndo diferentes do controle nos demais tempos.

As concentraces de TNF-o aumentaram apds a incisdo, mas este aumento ndo foi

estatisticamente significativo em nenhum tempo estudado.

A incisdo plantar produziu um aumento das concentra¢fes IL-10 duas horas apos a inciséo

retornando a niveis ndo diferentes do controle nos demais tempos.
As concentragdes de IL-4 foram reduzidas 24 e 48 horas ap0s a incisao plantar.

A geracdo e a manutencdo da hiperalgesia ndo parece depender de uma alteracdo sustentada

nas concentracdes das citocinas estudadas.

A hiperalgesia parece ser mantida por outros fatores, mas o papel das citocinas deve continuar

a se investigado.
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